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1. Resumo

Com as alteracbes climaticas, na agricultura ter-se-a que adotar uma série de
estratégias que atenuem ao maximo o efeito desta ameaca. Uma delas passa pela
implementacdo de culturas alternativas que utilizem espécies mais resilientes perante
condicdes extremas (e.g., longos periodos de seca). Cydonia oblonga Mill. constitui um
candidato atrativo devido as suas multiplas aplicacdes: producdo de fruta, producéo de

porta-enxertos para a propagacéo de pereiras e para fins medicinais.

Este trabalho realizou-se no ambito do projeto Cultivar indo ao encontro de um
dos seus objetivos que é o de conservacao e valorizagéo de variedades de valor economico
enddgenas da Regido Centro. A producdo de marmeleiro em Portugal Continental
restringe-se aos pequenos produtores e, tendo como objetivo tornar esta espécie mais
atrativa para producdo, um dos problemas a enfrentar é a falta de diversidade que os

produtores tém ao seu dispor de variedades adaptadas ao clima da regido.

Para este efeito, nesta tese procurou-se desenvolver ferramentas que permitissem
a criacdo de uma colecdo de germoplasma das variedades atualmente utilizadas, que por
sua vez, facilitara a concretizacdo de programas de melhoramento. Mais especificamente
avaliaram-se: (1) protocolos de germinacdo de sementes de marmeleiro, (2) protocolos
de estabelecimento in vitro, e (3) um conjunto de marcadores moleculares, SSRs, capazes

de identificar e caracterizar diferentes cultivares.

Os ensaios de germinacdo de sementes ndo s6 confirmaram a necessidade de
baixas temperaturas para quebrar a dorméncia como também mostraram que o substrato
mais adequado para o efeito € o de areia humedecida. Adicionalmente, verificou-se que
as sementes da variedade “Galega” atingiam uma taxa de germinagao consideravel (77%)
mais rapidamente quando colocadas a germinar na primavera (1° ensaio)
comparativamente aquelas que foram colocadas no inverno (2° ensaio) que s6 atingiram

uma taxa similar (76%) apds 3 meses em estratificacao.

Relativamente ao estabelecimento in vitro, dos protocolos de esterilizacéo
testados, nenhum se adequou ao material proveniente de estacas devido a elevada taxa de
contaminacdo obtida (>90%). Quanto aos germinantes resultantes de sementes, o
protocolo testado produziu uma taxa baixa de contaminacdo de 25%. No entanto, a

amostra ndo foi grande o suficiente para a sua validagéo.



Os primers SSR amplificaram com sucesso DNA do germoplasma alvo de estudo,

faltando apenas averiguar se permitem a disting&o entre cultivares diferentes.

Palavras-chave: Cydonia oblonga Mill.; conservacao; germinacéo;
micropropagacao; SSRs



2. Abstract

Climate change poses a threat to agricultural systems and thus creates a necessity
for the adoption of strategies that may reduce its effects. One of these strategies consists
in the transition to the production of species more resilient and therefore capable of
handling extreme weather conditions (e.g., severe drought). Cydonia oblonga Mill. is an
attractive option due to its many uses such as fruit production, rootstock for the production
of pear and its pharmacological potential.

This study was carried out under the framework of the project CULTIVAR by
contributing to one of its main objectives, which is the conservation and valorization of
endogenous genetic resources with economical value to the Center region of Portugal. In
our country, quince production is undertaken almost solely by small producers and, since
one of the final goals is to increase its value for production, one of the problems that needs
to be tackled is the small diversity of varieties adapted to the region’s climate available

to the producers.

Accordingly, this study was focused on the development of a set of tools that
facilitated the creation of a collection of germplasm, composed mainly by the varieties
which are being used, which in turn would lead to the implementation of breeding
programs. More especially, the development of: (1) protocols for the germination of
quince seeds, (2) protocols for micropropagation and a (3) the use of molecular markers,

SSRs, that would allow the identification and characterization of different varieties

Seed germination experiments not only confirmed the chilling requirement for
dormancy breaking in quince seeds but also showed that stratification on wet sand was
the best option of those tested. Additionally, it was found that seeds from the “Galega”
variety reached a high germination rate (77%) in just 1 month in the first study that
occurred in the spring. In comparison, the second study that occurred in the winter

reached similar rates (76%) only after 3 months of stratification.

With respect to micropropagation, the sterilization protocols tested on shoot-tips
obtained from young shoots proved to not be adequate for the materials tested, since the
contamination rate was high (>90%). When shoot-tips from germinating seeds were

tested for in vitro establishment, the levels of contamination were relatively low (25%).



However, the number of explants tested was too small to obtain solid conclusions. The
testing of the chosen multiplication medium was strongly hampered by the lack of success
of the sterilization protocols and thus no conclusions could be made at the time.

The primers used to find SSRs markers, were able to amplify the DNA. The next
step would be ascertaining its capabilities in varieties identification.

Keywords : Cydonia oblonga Mill. ; conservation ; germination ;
micropropagation ; SSRs



3. Contextualizacao

O trabalho realizado ao longo desta tese insere-se no Projeto Cultivar
(https://icultivar.pt/) contribuindo os seus resultados para um dos objetivos,
nomeadamente a conservacao e a valorizacao de recursos genéticos endogenos da Regiao
Centro. Um desses recursos € o marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.), uma cultura que em
Portugal é principalmente direcionada para a producdo de fruta, mas que também é
aplicada para a producdo de porta-enxertos para a propagagéo tanto de pera como de

magca.

Para além do seu valor comercial, devido as qualidades anteriormente referidas, o
fruto do marmeleiro possui diversas aplicacdes na medicina popular que, juntamente com
o fato de estar adaptado ao clima de Portugal Continental, torna esta espécie uma
candidata atrativa como cultura alternativa em determinadas regifes. A sua produgéo
encontra-se atualmente restringida a pequenos produtores que tém identificado
determinados obstaculos que condicionam a produtividade e que precisam de ser
ultrapassados. A producdo de frutos de excelente qualidade esta limitada em parte por
sistemas de producao de certa forma inadequados, como também devido ao leque limitado
de cultivares disponiveis, que estejam adaptados as condi¢des edafo-climaticas da regido,

para utilizacéo por parte dos produtores.

Assim, é necessaria uma caracterizacdo morfoldgica, fisioldégica e molecular
efetiva dos cultivares atualmente a serem utilizados na producdo que permita a
identificacdo de parametros fisioldgicos e genéticos com potencial de valorizacdo. Para
concretizar este objetivo serd necessario o estabelecimento de uma colecdo de
germoplasma destas variedades de modo a facilitar o processo e, eventualmente, reunir
as condicBes necessarias para obtencdo de novas variedades através de programas de
melhoramento. O trabalho realizado ao longo desta tese teve como objetivo dar os

primeiros passos para o estabelecimento e caracterizagdo desta colecdo.
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4. Introducao

4.1 Caracteristicas gerais e distribuicao geografica

Cydonia oblonga Mill. € a Gnica espécie do género Cydonia, pertencente a familia
Rosaceae da qual também fazem parte outras pomoideas como a macieira (Malus sp.) e
a pereira (Pyrus sp.). O marmeleiro pode crescer como um arbusto ou entdo apresentar
um porte arbdreo que pode atingir os 8 m. As folhas sdo ovadas a oblongas com uma
largura de 5 cm a 10 cm de comprimento. Possui flores brancas, solitarias, com 4-5 cm
de comprimento, cada uma com 5 pétalas, 20 ou mais estames, 5 estiletes e um ovario
inferior com 5 l6culos, cada um com maltiplos 6vulos. O fruto é um pomo de mdaltiplas
sementes, fragante e cujo tamanho varia de variedade para variedade. A sua forma pode
ir desde piriforme até maliforme, consoante a variedade em questdo, sendo a polpa
amarelada. A floragdo decorre desde meados de abril e durante a primavera, onde em
certos casos podem aparecer flores em junho e a frutificagcdo ocorre entre setembro-

outubro. Todas as variedades sdo autopolinizaveis (Meech, 1888; Postman, 2009).

Figura 1 - Marmelos da variedade 'Galega'.

Existe a ideia generalizada de que o marmeleiro é uma arvore que, mesmo deixada
ao abandono, sobrevive em qualquer lugar em que esta seja plantada e sem grandes
cuidados de condugdo (Burbank, 1914). Esta crenga é parcialmente verdadeira, ja que o
marmeleiro é, na verdade, uma espécie rastica. No entanto, mesmas espécies de grande
rusticidade necessitam de cuidados agricolas para potenciar a sua produtividade. Por
exemplo, verifica-se que 0 marmeleiro tem uma grande adaptabilidade a diferentes tipos

de solos, mas as melhores condi¢Oes de cultura sdo em solos arenosos e ligeiramente
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acidos (Meech, 1888; Postman, 2009; Hunter & Dunster, 2015). Quanto as condicdes
climéticas, o marmeleiro encontra-se adaptado a climas quentes e secos no verdo, e
consideravelmente frios no inverno, o que permite a esta espécie competir vantajosamente
em climas agrestes como 0s que se verificam em grande parte das zonas interiores do
nosso pais. Tal como acontece em muitas espécies, 0 marmeleiro durante o inverno, entra
num estado de dorméncia, reduzindo consideravelmente o seu metabolismo. AlteracGes
na duracdo e/ou intensidade deste periodo de frio tem implica¢fes no desenvolvimento

na planta e neste caso mais em especifico no marmeleiro (Hunter & Dunster, 2015).

A proximidade genética do marmeleiro com a macieira e a pereira € comprovada
pela existéncia de hibridos intergenéricos. Um exemplo é xPyronia veitchii (Trab.)
Guillaumin, um hibrido estéril obtido entre Pyrus communis L. e Cydonia oblonga Mill.
em 1913 (Trabut, 1916). Nas Ultimas décadas, este hibrido tem sido utilizado por
patologistas de arvores de fruto que utilizam a sua suscetibilidade na detecéo de alguns
virus que atacam pomoideas (Menzel et al., 2002; Myrta et al., 2004). Um segundo
exemplo é um hibrido entre marmeleiro e a pereira japonesa (Pyrus pyrifolia) obtido no
Japdo (Postman, 2009). Um outro caso de hibridizacdo é um alegado hibrido do
marmeleiro com a macieira, denominado de Cydomalus, considerado uma opcao
interessante como porta-enxerto no que toca a producao de maca e de pera (Wertheim,
2002).

Dos oito centros de origem das espécies cultivadas de maior importancia descritos
por Vavilov, 0 marmeleiro encontra-se associado ao quarto centro de origem, que se
localiza na regido do Proximo Oriente. Esta regido engloba o interior da Asia Menor,
Transcaucasia, Irdo e os planaltos do Turquemenistdo (Vavilov, 1951). Com base na
presenca de variedades selvagens, duas areas mais restritas foram sugeridas: uma regido
a oeste do Mar Caspio que vai desde o Daguestdo a Talysh (Khoshbakht & Hammer,
2005) e uma regido a norte do Irdo (Zohary et al., 2012).
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Figura 2 - Regides propostas por Khoshbakht & Hammer (2005) e Zohary et al. (2012), a

verde e a laranja, respetivamente, para a origem do marmeleiro selvagem.

A domesticacdo de certas espécies de arvores de fruto, entre as quais o
marmeleiro, realizou-se entre 5000-3000 a.C. pelos agricultores neoliticos apds terem
tido algum sucesso com a domesticacdo dos cereais (Brunn, 1963). O marmeleiro, com o
tempo ganhou popularidade e, pelo estudo de duas tabuas de fortificagdo de Persopolis
PFa 1:3 e PFa 33, sabe-se que ndo s6 era conhecido na altura do império persa (550-330
a.C.) como também ja possuia um certo prestigio, uma vez que era plantado em jardins
reais (Halock, 1978; Briant, 2002). Mais tarde, a expansdo do marmeleiro para a bacia do
Mediterraneo deu-se pela regido oriental, parcialmente pelas incursbes de Alexandre, o
Grande (Janick, 2010). A orientacdo da expansédo é suportada pelo facto de o nome do
género Cydonia ter origem no nome de uma cidade antigamente denominada Kydonia ou
Cydonia (agora Chania), localizada na ilha de Creta, um dos grandes produtores na altura
(Hunter & Dunster, 2015). Com a introducdo do marmeleiro, primeiramente na Grécia
antiga e, ulteriormente, no Império Romano através das colonias gregas, este tornar-se-ia
popular nas duas culturas e 0s seus usos e costumes associados eram similares entre
ambas. Os arabes foram também em parte responsaveis pela sua propagacdo na regido
(Brunn, 1963).
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Desde cedo, o0 seu potencial na area da medicina foi reconhecido, estando este
descrito por autores classicos como Plinio, o Ancido (Rackham, 1960; Rackham, 1961;
Jones, 1966; Jones, 1969) e Columella (Forster & Heffner, 1954). O marmelo, nessa
época, seria utilizado para tratar problemas ao nivel do figado, baco, ulceras, etc. Um
exemplo é um remédio denominado de “Oporice”, do qual o marmelo era um dos
componentes, e que era utilizado para tratar problemas do estdmago e disenteria (Jones,
1966). O marmelo era de tal forma popular que tanto podia ser encontrado a adornar e a
perfumar as divisdes da casa de aristocratas romanos (Brunn, 1963), como ser utilizado
em cerimdnias solenes, como por exemplo casamentos. Neste ultimo caso era costume
atirar marmelos aos noivos & medida que estes seguiam para a sua nova casa e era
frequente presentear a noiva com um marmelo, existindo a supersticdo de que este ato

favorecia a sua fertilidade.

De acordo com Brunn (1963) a expansdo do marmeleiro para o centro e noroeste
da Europa ocorreu por volta do século XI1I com as Cruzadas. Schneider (1900) e Hunter
& Dunster (2015) salientam que Carlos Magno (742-814 AD) foi fundamental na
popularizacdo do marmeleiro na Alemanha. No entanto, Buttner (2001) refere que a
introdugdo do mesmo na Europa Central ocorreu depois do século IX. Alguns dos
costumes associados ao marmelo manter-se-iam durante a Idade Média. Por exemplo, era
frequente, no final das refei¢bes, 0 consumo de pratos com marmelos incorporados, néo
s0 pelo simples facto de serem deliciosos como também, juntamente com gengibre, serem
preciosos auxiliares da digestdo. Adicionalmente, era atribuido um poder afrodisiaco a

marmelada e, por isso, era consumido com améndoas para promover fertilidade.

A introducdo do marmeleiro na América do Norte foi levada a cabo por colonos
europeus em 1629. Mais uma vez, tornou-se popular e chegou ao ponto de, no espaco de
umas décadas, a sua cultura rivalizar com as da macieira e pereira (Brunn, 1963). A sua
expansdo para a América do Sul deveu-se em parte das populacdes ja estabelecidas a
norte e em determinados casos o marmeleiro foi introduzido diretamente por colonos
espanhois e portugueses (Hunter & Dunster, 2015). A norte, 0 marmelo era utilizado para
fazer tartes, manteiga entre outros cozinhados (Brunn, 1963), enquanto a sul, o clima mais
guente levava a que os marmelos pudessem ser consumidos crus (Hunter & Dunster,
2015). No auge dos Descobrimentos, 0 marmeleiro viria a ser introduzido noutras regides:
Africa do Sul, Bombai, Australia, Nova Zelandia e Jap&o pelos britanicos; México, Chile

e outros paises da América Latina pelos portugueses e espanhois (Brunn, 1963).
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Contrastando com a popularidade que o marmelo tem vindo a usufruir desde
entdo, por volta do século XIX, comegou a entrar em desuso (Hunter & Dunster, 2015).
Esta tendéncia prolongou-se até ao inicio do século XX, cuja principal causa € atribuida
ao facto do consumidor preferir frutas, como a macé e a pera que pudessem ser usufruidas
sem investir grandes quantidades de trabalho e tempo tal como acontece com o0 marmelo
(Postman, 2009). O cultivo de marmeleiro diminui de tal forma que Janick (2010)
agrupou-o juntamente com outros frutos que sofreram um processo de “reverse
domestication” (frutos que eram amplamente cultivados, mas que posteriormente
entraram em desuso). No final do século XX e inicios do século XXI, houve uma
ressurgéncia na producdo de marmelo, de tal forma, que num espago de 20 anos (2000-
20) quase que duplicou e em 2020 era de 696,861 toneladas segundo a Food and
Agriculture Organization of the United Nations, FAO

(https://www.fao.org/faostat/en/#thome).

4.2 Usos e importancia econdmica

O marmelo apresenta uma polpa rigida e um sabor adstringente o que torna pouco
apelativo para consumo em fresco. No entanto, em regides quentes da Asia Central,
Médio Oriente e América do Sul os frutos maduros apresentam caracteristicas
organolépticas que os tornam mais apelativos para o consumidor (Hunter & Dunster,
2015). Por melhoramento convencional, determinadas variedades foram criadas capazes
de produzir frutos que sdo semelhantes a macé e a pera em termos de consisténcia da
polpa. Por exemplo, Plinio (Rackham, 1960) descreveu o marmelo Mulviano, uma
variedade resultante da enxertia de duas outras variedades de marmeleiro que produzia
frutos de sabor e paladar agradaveis para consumo em fresco. Outro exemplo de
melhoramento, mais recente, surge no final do século XIX com as experiéncias de
Lutherbank que, reconhecendo a negligéncia por parte dos horticultores de que o
marmeleiro era alvo, procurou a criagdo de variedades que remediassem o problema do
marmelo. 'Van Deman' e 'Child’s quince' sdo exemplos do seu sucesso no que toca ao
melhoramento do marmelo, mas a variedade 'Pineapple’ destaca-se ao apresentar um fruto

que, quando totalmente maduro, pode ser consumido cru (Burbank, 1914).

Para além do fruto, o marmeleiro tem um papel importante na producéo de pera

europeia (Pyrus communi L.), pois constitui umas das escolhas mais populares de porta-
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enxerto para aquela espéecie fruteira (Webster, 1997; Wertheim, 2002). A enxertia
consiste na inser¢do de um enxerto, nomeadamente 0 genotipo que se pretende propagar,
num porta-enxerto que fornece o sistema radicular. Esta técnica permite a obtengdo de
individuos fenotipicamente diferentes comparativamente a situacdes onde a planta é
propagada por pé franco. Apesar de muitas interacGes enxerto-porta enxerto serem ainda
fisiologicamente pouco claras, o facto é que certas combinagdes geram resultados
interessantes em termos de produtividades (Webster, 1995; Martinez-Ballesta et al.,
2019).

Apesar destes dados, a utilizagdo do marmeleiro como porta-enxertos tem
algumas limitagdes. Uma delas esta relacionada com a incompatibilidade do marmeleiro
com varios cultivares de pera europeia, muito populares em diversos paises. Este
problema pode ser resolvido em determinadas situagdes com recurso a um “interstock”,
um pedaco de um terceiro cultivar compativel, tanto com o0 enxerto como o porta-enxerto.
Outros problemas consistem em: pobre resisténcia ao frio; pobre ancoragem; tolerancia a
solos alcalinos. Esforgos a nivel mundial com o intuito de produzir novos cultivares que
colmatem os problemas referidos anteriormente ndo tém encontrado muito sucesso, em
parte porque 0s mesmos ndo conseguem competir em termos de performance com os ja
estabelecidos e também dado a reticéncia do mercado perante a introducdo de novos
cultivares. (Webster, 1996; 1997).

E do interesse de qualquer produtor economizar nos custos de producio enquanto
procura maximizar o seu lucro. No caso da producéo de pera, a modernizagdo da mesma
passa pela sua transi¢cdo para sistemas de produgado de elevada densidade ou HDP (“High
Density Planting”). Neste tipo de sistemas recorre-se ao uso de porta enxertos ananicantes
(dwarfing), os quais, como 0 nome indica, provocam a reducdo das dimensdes a parte
aérea resultante do enxerto. Isto permite uma colheita de frutos mais eficaz, que se
traduzird numa reducdo nos custos de méo-de-obra para o produtor. Além disso, verifica-
se uma maior precocidade na producdo e, em muitos casos, a qualidade dos frutos é
superior (Maas, 2008). Ao contrario do caso da maca, cuja producdo tém ao seu dispor
um leque variado de variedades de porta-enxerto para uma série de condicGes diferentes,

a pera usufrui de uma selecdo mais limitada (Webster, 1997).

O fruto contém pectina, agente gelificante responsavel pelo uso do marmelo na
preparacdo de marmeladas, geleias, etc. e contém vitamina C, sais minerais (fésforo,
calcio, potassio, sodio e nitrogénio). A presenga de &cidos cafeicos (ex.: acido 5-O-
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cafeoilquinico) e de flavonoides (quercetrin, kaempferol e rutina) explica a atividade
antioxidante tanto do fruto como das folhas. Propriedades medicinais exibidas por
diferentes partes do marmeleiro e documentadas até agora estdo indicadas na Tabela 1
(Al-Snafi, 2016; Ashraf et al., 2016).

Tabela 1 - Propriedades medicinais associadas a diferentes partes do marmeleiro

Fruto Antibacteriano, antifangico, antioxidante, anti-inflamatério, desordens do
sistema gastrointestinal (ex. doenca inflamatdria intestinal ou DIl), tratamento
contra o cancro, efeito afrodisiaco

Folhas Antibacteriano, antifungico, antioxidante, anti-inflamatério, prevencdo de
aterosclerose, tratamento contra o cancro, atenuacdo de dano provocados por
radiacdo UV, protecdo de espermatogénese e de tecidos renais, tratamento de
agua industriais

Sementes Antibacteriano, antiflngico, antioxidante, antidiarreico, sarar feridas, tratamento
contra o cancro, tratamento de problemas respiratérios

4.3 Diversidade e conservacgao

As alteracdes climéaticas ameacam a integridade dos sistemas agricolas atuais,
através do aumento da frequéncia de eventos climatéricos extremos como chuvas intensas
ou ondas de calor elevado (Change, 2007). Tal como no resto do mundo, Portugal néo é
excecdo, estando previsto um aumento até 2100 da temperatura maxima de verdo de 3 °C
na zona costeira e 7 °C no interior, juntamente com uma reducéo prevista de 20-40% de
precipitacdo anual em Portugal Continental (Santos & Miranda, 2006). O impacto deste
fendmeno ira ter repercussdes na biodiversidade de tal magnitude que, tendo em conta a
maioria dos modelos utilizados para prever o seu desenrolar, no pior dos casos poderemos

vir a assistir ao sexto evento de extingdo em massa do nosso planeta (Bellard et al., 2012).

Para os sistemas de producdo irem ao encontro das necessidades de uma
populacdo crescente, a eficiéncia destes tém de continuar a aumentar, apesar da
diminuicdo na produtividade nestes imposta pelas alteracbes climéaticas. Uma das
ferramentas para atingir esse objetivo sdo programas de melhoramento ¢ a “matéria-
prima” destes reside na variagdo genética de cada espécie. Landraces (variedades

adaptadas a condicdes locais e que possuem valor cultural ou historico) e crop wild
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relatives (CWRs, espécies aparentadas com as que sdo cultivadas) sdo fontes dessa
variacdo genética e que tém sido substituidos por culturas intensivas mais homogéneas
no que toca a diversidade genética. Este sistema, a longo prazo, ndo é viavel e
preocupacOes sobre a conservacdo destes recursos genéticos ja surgiam na segunda
metade do século XX (Bennett, 1968).

Determinadas espécies atualmente pouco utilizadas estdo a ser alvo de um
interesse renovado, principalmente pelo seu elevado potencial de valorizacdo. Seja para
producdo de fruta, como cultura alterna ou pela possibilidade de se encontrarem novos
compostos naturais com propriedades medicinais, 0 interesse pela conservagdo de
germoplasma destas espécies tem aumentado nas Ultimas décadas (Bellini & Giodarni,
2000). O marmeleiro insere-se neste grupo e ja foi alvo de esforcos dessa natureza e
atualmente existe em varias cole¢fes/bancos de germoplasma a nivel mundial. Algumas
dessas colecbes encontram-se na india (Dhillon & Rana, 2004), Irdo (Amiri, 2006;
Abdollahi et al., 2013), Turquia (Sykes, 1972; Bayazit et al., 2011), Turquestéo
(Vitkovskii & Denisov, 1991), Ucrania (Zaurov et al., 2005), Reino Unido
(http://www.nationalfruitcollection.org.uk/index.php), Grécia (Ganoupolos et al., 2011),
Itdlia  (Scaramuzzi, 1957) América  (McGuinnis, 2007) e  Portugal
(http://www3.uma.pt/isoplexis/).

As colecbes ex situ permitem a conservacdo da diversidade genética em locais
fora do habitat natural da planta cujo germoplasma se pretende conservar. A grande
maioria do germoplasma conservado neste tipo de colecdes encontra-se sob a forma de
sementes (FAO, 2010) e, para além de conservacdo, estas podem a certa altura ser
utilizadas na reintroducéo de espécies ameacadas (Cochbrane et al., 2007) ou entdo para

programas de melhoramento (Lamkey & Lee, 2006).

No caso do marmeleiro, tanto em colecdes ja estabelecidas como no inicio da
criacdo de novas, tém sido empregues marcadores genéticos com o objetivo de se fazer a
distincdo dos diferentes cultivares possibilitando ndo s6 encontrar possiveis redundancias
no germoplasma (ex. criadas por identificacdo incorreta) como a criagdo de arvores
fenolégicas (Yamamoto, 2004; Bassil, 2015). Nesta espécie ja foram utilizados
marcadores do tipo: “Sequence-related amplified polymorphism” ou SRAPs (Pinar et al.,
2016), “randomly amplified polymorphic DNA” ou RAPDs (Bayazit, 2011; Orhan et al.,
2014; Sharma, et al., 2016), “Amplified Fragment Length Polymorphism” ou AFLPS
(Manica-Berto et al., 2013; Topcu et al., 2015), “Inter Simple Sequence Repeats” ou
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ISSRs (Ganopoulos et al., 2011; Sharma, H., Sharma, P., & Sharma, R., 2016) e “Simple
Sequence Repeats” ou SSRs (Yamamoto et al., 2004; Dumanoglu et al., 2009; Halész et
al., 2009; Bassil et al., 2011; Xuan, Spann & Neumuller, 2013; Yuksel et al., 2013;
Khoramdel et al., 2013; Abdollahi et al., 2013; Bassil et al., 2015; Guney et al., 2019).

Os mais utilizados sdo os SSRs (Simple Sequence Repeats) ou microssatélites,
pequenas sequéncias de DNA (1-6 pb) repetidas em tandem que podem ser encontradas
em todos os genomas dos eucariotas. Coloca-se a hipdtese que estas sequéncias
repetitivas possuem um papel na regulacdo do genoma uma vez que algumas delas sao
elementos estruturais dos telomeros e centromeros. O facto de determinados
microssatélites servirem de local de ligagdo para proteinas nucleares (fatores de
transcricao) e outros codificarem aminoacidos que fazem parte de fatores de transcri¢éo
reforca essa teoria (Weising et al., 2005). Uma caracteristica destes microssatélites € que,
dentro de uma populagéo, frequentemente apresentam polimorfismo associado ao seu
tamanho. Nomeadamente num mesmo locus, 0 nimero de repeticOes ird variar devido a
mutacdes levando a que possam ser distinguidos por eletroforese e consequentemente, se

realize a genotipagem de multiplos individuos (ldrees & Irshad, 2014).

O processo em si envolve um par de primers de PCR, especificos para um
determinado locus, que se irdo ligar durante o PCR as sequéncias flanqueadoras dos
microssatélites. De seguida, ap6s a amplificacdo, os produtos de PCR ou bandas serdo
separados por eletroforese e finalmente visualizados por autoradiografia ou fluorometria.
Uma das suas maiores desvantagens reside no facto de que para a sua utilizacdo, é
necessaria informacdo sobre as sequéncias flanqueadoras referidas anteriormente
(Weising et al., 2005). Uma alternativa € a utilizacdo de marcadores empregues em outros
taxa relacionados e, no caso do marmeleiro, Yamamoto (2004) foi o primeiro ao testar
marcadores derivados tanto da macieira como da pereira na sua capacidade de identificar

diferentes cultivares.

4.4 Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi a criagdo de ferramentas que

possibilitassem a conservagdo e a caracterizagdo de germoplasma de cultivares de
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marmeleiro atualmente utilizados em territério nacional. Para a sua concretizacdo foram

estabelecidos objetivos mais especificos:
- Estabelecimento de protocolos de germinacdo de sementes de C. oblonga;

- Definicdo de protocolos para estabelecimento in vitro de germoplasma em boas

condicdes fitossanitarias;

- Pesquisa e avaliacdo de um conjunto de SSRs para a realizacdo de futuros ensaios de

selecéo varietal em C. oblonga.

20



5. Material e Métodos

5.1 Material vegetal

Todo o material vegetal utilizado nos ensaios foi recolhido de pomares
georreferenciados da regido da Beira Interior no a&mbito do projeto Cultivar
(https://icultivar.pt/). A sua localizagdo encontra-se indicada na Figura 3. De cada
variedade amostrada foram marcadas em campo aleatoriamente 5 arvores das quais se
colheram os frutos e os ramos. As variedades das quais se recolheu material e a sua

localizag&o encontram-se sistematizadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Lista dos pomares georreferenciados, variedades presentes em cada um e 0s
respetivas amostras colhidas.

Localizagdo Variedades
Quinta Branca (40.35793, -7.37699) ‘Galega' (sementes — “Galega”; estacas — “G”)
'Portugal’ (sementes — “QB PT” e “Portugal”’; folhas —
“QB1-5)

Quinta das Naves (40.35793, -7.37699) 'Galega’ (sementes — “QN GA”; folhas — “QN1-5")

Quinta das Rasas (40.25147, -7.42574) 'Portugal’ (sementes — “UNI PE”)
'Gigante de vranja' (sementes — “UNI MA™)

Enxabarda (40.10083, -7.62199) ‘Champion’ (sementes — “CV1”; estacas — “E”)
'Espanhola’ (estacas — “M”)
'Gigante de vranja' (sementes — “CV3”; estacas — “P”)

Figura 3 - Georreferéncia dos pomares de marmeleiros da regido da Beira interior que
participam no projeto Cultivar.
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Cada um dos circulos a verde representa a sua localizacdo de Norte para Sul:
Quinta Branca e Quinta das Naves (40.35793, -7.37699); Quinta das Rasas (40.25147, -
7.42574); Enxabarda (40.10083, -7.62199).

5.2 Germinacao de sementes

Num ensaio preliminar, foram testadas 4 variedades: “QN GA” da Quinta das
Naves; “QB PT” da Quinta Branca; “UNI MA” e “UNI PE” da Quinta das Rasas. A
colheita dos frutos foi realizada em 2020 e foram armazenados no frio (a 4 °C) até a altura
do seu processamento. Este processo consistiu na remocéo das sementes dos frutos (Fig.
4A), a sua lavagem em agua corrente, auxiliada com um passador de modo a remover
poeiras e potenciais organismos que possam por em causa a sua integridade (Fig. 4B) e
foram deixadas a temperatura ambiente e sem incidéncia de luz solar (Fig. 4C). Quando
secas, as sementes foram armazenadas em envelopes de papel devidamente marcados que

por sua vez foram guardados num local seco e escuro a temperatura ambiente (Fig. 4D).
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Figura 4 - Fases do processamento das sementes de marmeleiro: remocéo dos frutos (A);
lavagem (B); secagem (C); armazenamento (D).
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Para este ensaio foram selecionadas aleatoriamente 100 sementes de cada
variedade que primeiramente foram submersas em agua destilada durante 24h e, de
seguida, tratadas com uma solucéo 1% (p/v) de fungicida (Aliette® Bayer) durante 1 min.
e, por ultimo, distribuidas por frascos de vidro. Cada um destes frascos estava cheio até
metade do seu volume (aproximadamente 20 ml) com areia da praia fluvial do Rebolim,
Coimbra (40.1796, -8.4170) previamente autoclavada (Fig. 5A). A distribuicdo das
sementes foi feita de forma que para cada variedade fossem feitas 5 réplicas/variedade,
onde cada uma continha 20 sementes (Fig. 5B). Antes de prosseguirem para o frio as
sementes foram humedecidas com aproximadamente 10 ml de 4gua destilada previamente
autoclavada. Os frascos foram colocados no escuro, a baixas temperaturas (4 °C), durante
3 meses, exceto quando atingiam taxas de germinacdo de >70%. Nestas situacdes o

material vegetal era encaminhado para testagem de protocolos de propagacéo in vitro.

cao do
interior de cada um desses frascos apds a distribuigdo das sementes (20) pelos mesmos
(direita).

Ao fim de 1, 2 e 3 meses foi calculada a taxa de germinagdo para cada réplica
através da seguinte equacgdo: taxa de germinagdo = n° de sementes germinadas/n® de
sementes no total x 100%. As sementes foram consideradas como germinadas assim que
se observasse a emergéncia da radicula (no minimo 2-3 mm) (Fig. 6) ou quando 0s
germinantes ja apresentavam os cotilédones verdes (as primeiras folhas de uma planta de

um ponto de vista funcional).
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Figura 6 - Exemplo de uma semente em processo de germinacéo pela observagéo do grau

de desenvolvimento da radicula.

Em paralelo foi realizado um teste de viabilidade com tetrazélio com o intuito de
observar a viabilidade das sementes. Neste teste utiliza-se o sal de tetrazélio (2,3,5-trifenil
cloreto de tetrazélio ou TCT), uma substancia incolor que, pela atividade de
desidrogenases, durante a glicdlise e o ciclo de Krebs € metabolizado em
Trifenilformazan. Este composto, por sua vez, apresenta uma cor vermelha e uma vez que
ndo se consegue difundir pelas células, ao contrario do TCT, e assim é possivel observar

pela coloracdo vermelha as células metabolicamente ativas.

O protocolo foi baseado no descrito em (Neto, Krzyzanowski e Costa, 1998).
Foram selecionadas aleatoriamente 25 sementes de cada variedade do ensaio de
germinacdo que posteriormente foram submersas em H-0 destilada a 25 °C durante 24h.
Apos a sua hidratacdo, foram feitas incisdes na testa de modo a facilitar a difusdo do TCT,
e de seguida foram tratadas com uma solugéo de 0.075% de TCT na qual se mantiveram
durante 150 minutos a 35 °C. Por ultimo, as sementes foram lavadas com &gua destilada
e procedeu-se a sua observacdo com recurso a uma lupa. As sementes utilizadas como
controlo tinham origem naquelas que estavam armazenadas nos envelopes de papel e que
eram selecionadas e tratadas com TCT da mesma forma que as que vinham do ensaio de

germinacéo.

Um segundo ensaio de germinacdo foi realizado mais tarde com sementes das
variedades “Galega”, “Portugal”, “CV1” e “CV3” recolhidas em 2021. Tanto o seu
processamento, como desinfecdo, foram realizados da mesma forma que no primeiro
ensaio exceto que desta vez foram utilizados recipientes de plastico com 50 ml de areia
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e, da mesma proveniéncia e também previamente autoclavada, caixas de Petri com
algoddo e papel de filtro. Adicionalmente foi testada uma segunda temperatura de
incubacéo (25 °C) e para cada uma das 3 variedades testadas o desenho experimental foi

0 seguinte:

- 5 réplicas em recipientes de plastico com areia com 20 sementes cada e incubadas a 4
OC’

- 5 réplicas em recipientes de pléstico com areia com 20 sementes cada e incubadas a 25
OC;

- 5 réplicas em recipientes de caixas de Petri com algod&o e papel de filtro, 20 sementes

cada e incubadas a 4 °C;

- 5 réplicas em recipientes de caixas de Petri com algod&o e papel de filtro, 20 sementes

cada e incubadas a 25 °C.

A excecdo foi a variedade “CV3”, uma vez que durante a imersdo em &gua
destilada as sementes libertaram uma grande quantidade de mucilagem que impossibilitou
em grande parte o seu uso (Figura 7). Consequentemente, as sementes restantes chegaram

apenas para os dois tratamentos em areia.

imersdo em agua destilada durante 24h a 25 °C.

26



Apos 1, 2 e 3 meses 0 numero de sementes germinadas foi contabilizado pelos

mesmos critérios referidos no primeiro ensaio.

5.3 Estabelecimento in vitro

Num ensaio inicial foram utilizadas plantulas da variedade “Galega” ¢ “QN GA”
obtidas no primeiro ensaio de germinacdo e que foram estabelecidas em meio MS
Murashige e Skoog (1962) com a adicdo de 0,2 mg/L de benziladenina (BA), para a
formacédo de rebentos adventicios (Gaspar et al., 1996). A introducdo do material vegetal
neste meio de estabelecimento fez-se através inoculacdo da parte apical seccionada (cerca
de 3-4 cm) em tubos de ensaio com 12 ml do meio de cultura referido, pH 5,6-5,8 e
gelificado (7 g/L de agar). Este material foi colocado em condi¢6es de 16h luz / 8h escuro
a 24 °C durante um més. Apds esse més, os rebentos foram transferidos para um meio de
multiplicacdo descrito por Duron et al. (1989) composto por macronutrientes MS,
micronutrientes de Leproivre (Quoirin etal., 1977) com a adigcdo de 3% de sacarose, 0,6%
de agar, 1 mg/l de BA, 0,5 mg/l de cido giberélico (GAsz), 0.1 mg/l de &cido indolbutirico

(IBA), 0,4 mg/l de Tiamina HCL e no qual foram subcultivados mensalmente.

Num segundo ensaio de estabelecimento in vitro, utilizaram-se plantulas da
variedade “UNI PE”, que tal como no caso anterior, tiveram origem no primeiro ensaio
de germinacdo, mas que foram transplantadas para um substrato composto por turfa e
perlite (2:1) e mantidas em cdmara climatica (16h luz / 8h escuro, 24 °C, e humidade
relativa de 70%) durante aproximadamente 1 més (Fig. 8). Destas plantas foram obtidos
rebentos cuja desinfecdo foi realizada tal como descrito em Al Maari, et al. (1986).
Quando os rebentos atingiram um tamanho de 6 — 9 cm a zona apical destes foi recolhida,
esterilizada com etanol a 99% durante 30 segundos, submersa em lixivia comercial a 10%
durante 20 minutos e, por Gltimo, procedeu-se a 3 lavagens com &gua destilada
previamente autoclavada, antes de serem estabelecidos em tubos de ensaio com o0 meio

de multiplicagéo referido anteriormente.

Por ultimo, foi utilizado material vegetal proveniente de estacas obtidas de
variedades selecionadas em outubro de 2021. Foram colhidos ramos jovens de 4

variedades provenientes da Enxabarda (“E”, ”"M” e ”P”) e da Quinta da Branca (“G”). O
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procedimento seguido para 0 seu tratamento consistiu numa lavagem com detergente,
com o intuito de remover poeiras e potenciais agentes patogénicos superficiais, seguida
de uma submerséo em etanol 100% durante 1 minuto, antes de serem colocadas numa
camara climatica sobre condicdes controladas (16h luz / 8h escuro, 24 °C, e humidade
relativa de 70%). O intuito deste Gltimo passo € levar a que os rebentos comecem a
abrolhar até atingiram tamanho semelhante ao da Figura 8. Antes de serem estabelecidos
em meio de multiplicacéo os rebentos foram numa primeira fase sujeitos a um processo
de desinfecdo que consiste em: submergir o material em fungicida Maconzan © Bayer a
1% durante 5 minutos; lixivia comercial a 100% durante 5 minutos com uma gota de
Tween 20 e, por Gltimo o material foi lavado com uma solucao de acido ascorbico a 1%
previamente autoclavada. Ao inicio, os explantes estabelecidos apresentavam taxas de

contaminacdo consideraveis (> 90%) e por isso 0 passo de submersdo em lixivia passou

de 5 minutos para 30 e foi aplicado na segunda fase de estabelecimentos.

Figura 8 - Plantulas da variedade “UNI PE” ap6s um 1 més em substrato de turfa mais

perlite (2:1) e exemplo de um gomo axilar a abrolhar.

5.4 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através de uma Anova de duas vias
seguida por um teste de Tukey de compara¢fes multiplas e um teste t desemparelhado.

Foram realizados com recurso ao GraphPad Prism verséo 8.4.3 para Windows, GraphPad

28



Software, San Diego, California USA. Diferencas para p < 0.05 foram consideradas

significativas.

5.5 Validacao de marcadores moleculares

Para a testagem dos marcadores moleculares recolheram-se folhas jovens de
arvores adultas selecionadas previamente nos diversos pomares georreferenciados.
Recolheram-se amostras na Quinta da Branca (‘Portugal’ e 'Galega’), Enxabarda
(‘Espanhola’, 'Champion’ e ‘Gigante de vranja’), Quinta das Naves ('Portugal’ e 'Galega’)
e Quinta das Rasas (‘Portugal’ e 'Gigante de vranja’). Todas as amostras foram recolhidas
em outubro de 2021 e processadas no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, na
Universidade de Coimbra. Aqui as amostras foram armazenadas a -80 °C até ao momento
de extracdo de DNA.

O processo de extracdo de DNA consistiu na maceragdo das folhas em azoto
liguido, onde o material utilizado (almofariz, pildo e espéatulas) foi previamente
esterilizado e autoclavado a 121 °C durante 20 minutos. A purificacdo foi levada a cabo
seguindo o protocolo definido para o NucleoSpin® Plant 1l (Macherey-Nagel) kit. Neste
ultimo foram realizadas modificagcBes para certas amostras. Por Gltimo, o rendimento e
qualidade do DNA obtido do processo de purificacdo foram medidos através de um

espectrofotometro NanoValue Plus™, sendo que as leituras foram realizadas a 260 nm.

O PCR foi realizado segundo a recomendacéo do kit NZY Taq Il 2x Green Master
Mix. O volume total da mistura de PCR era de 25 pl dos quais continham 12.5 pl de
NZYTaq Il 2x Green Mastermix, 1 ul de cada primer (foward e reverse), 9.5 pl de 4gua
e 1 pul de DNA, cuja concentracdo foi previamente normalizada para todas as amostras.
Esta normalizacdo consistiu em dividir a concentragdo e DNA de cada amostra pela
menor concentracdo entre elas (28,2 ng/ul), multiplicar o valor obtido por 10 obtendo-se
assim a quantidade de cada amostra a adicionar a um volume de 10 uL, perfazendo o
volume em falta com agua ultra pura. A escolha dos marcadores moleculares SSRs teve
por base uma bibliografia existente, estando representados na Tabela 3 as sequéncias

utilizadas e as respetivas referéncias.

A amplificagdo de DNA foi realizada num termociclador BioRad utilizando as

seguintes configuracdes: desnaturacdo inicial de 3 minutos a 95 °C, seguida por 25 ciclos
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de 30 segundos a 94 °C para desnaturagédo, 130 segundos a 55 °C para “annealing” e um
passo para extensao de 30 segundos a 72 °C. Posteriormente uma extensao final foi levada
a cabo a 72 °C durante 5 minutos. Os produtos da reagdo de PCR foram separados por
eletroforese em géis de agarose (2% p/v) em tampdo TBE 1x, corado com Midori green
DNA (3 pl/ 100 ml) e visualizado através do Gel Doc XR+ utilizando o programa Image
Lab™Software (BioRad). Utilizaou-se o marcador de peso molecular MZYDNA Ladder
VI.
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Tabela 3 — Conjunto de marcadores SSR utilizados para validacdo em amostras de

marmeleiro
SRR Sequéncia5™- 3 Tamanho  Referéncias
dos
fragmento
s (pb) |
CHO04g09 F: TTGTCG CAC AAG CCAGTTTA 141-177 (Liebhard et al., 2002)
R: GAAGACTCATGG GTGCCATT (Glney . et al., 2019)
MS069g03  F: CGG AGG GTG TGC TGC CGA AG 154-190 Idem
R: GCC CAG CCC ATATCT GCT
CH03d01 F:CGC ACCACAAATCCAACTC  95-115 Idem
R: AGA GTC AGA AGCACAGCCTC
CHO04e05 F: AGG CTA ACA GAA ATG TGG 226-234 (Liebhard et al., 2002)
TTTG (‘Yamamoto et al., 2004)
R: ATG GCT CCT ATT GCC ATC AT (Bassil et al., 2015)
CHO05a04 F: GAAGACTCATGGGTGCCATT 159-189 (Bassil et al., 2015)
R:GCTTTTGTT TCATTG AAT CCC
C
CHO04e03 F: TTGAAGATGTTT GGC TGT GC  179-222 (Liebhard et al., 2002)
R: TGC ATG TCT GTC TCC TCC AT (Yamamoto et al., 2004)
(Bassil et al., 2015)
(Halasz et al., 2009)
CHO01h10 F: TGC AAA GAT AGG TAG ATA 94-114 (Yamamoto et al., 2004)
TAT GCC A )
R: AGG AGG GAT TGT TTG TGC AC (Bassil et al., 2015)
(Dumanoglu et al., 2009)
(Liebhard et al., 2002)
(Bassil et al., 2015)
CH03d02 F:AAACTTTCACTTTCACCCACG 201-223 (Liebhard et al., 2002)
R:ACTACATTTTTAGATTTGTGC (Bassil et al., 2015)
GTC
CHO01f02 F: ACC ACA TTA GAG CAG TTG 174-206 (Yamamoto et al., 2004)

AGG
R:CTGGTTTGT TTT CCT CCAGC

(Bassil N. et al., 2011)
(Dumanoglu et al., 2009)
(Liebhard et al., 2002)
(Ylksel et al., 2013)
(Bassil et al., 2015)
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6. Resultados e discussao

6.1 Germina¢ao de sementes

Um primeiro ensaio preliminar foi realizado para avaliar a reprodutibilidade do
trabalho de Campo-Dall orto (1987), nomeadamente, se um periodo de 3 meses era
estritamente necessario para obtencdo da quebra da dorméncia total das variedades
testadas. Num estudo mais recente, foi utilizado um periodo de estratificacdo com duracao
de 3 meses (em média 96 dias) e, uma vez que obtiveram taxas de germinacao de 95-97%

(Semin, 2022) seria de esperar algo semelhante durante o ensaio.

Figura 9 — Resultados da germinacdo para a variedade “QN GA” onde ap6s 1 més e 4
dias apresenta numeras plantulas ja com hipocotilos verdes, funcionalmente as primeiras

folhas, e uma radicula ou raiz primaria (90% de taxa de germinag&o).

No primeiro més a variedade “QN GA” foi a Unica a apresentar germinantes com
uma média de 76,5% de germinacdo. Ao segundo més, “UNI PE” foi a Gnica em que as
sementes comegaram a germinar, atingindo uma média de 13,4%. Finalmente ap6s 3
meses as restantes variedades ja apresentavam germinantes. A variedades “UNI PE” apds
2 meses e meio alcancou uma média de 78,4% enquanto no final do ensaio “QB PT” e
“UNI MA” apresentavam médias de 32,5% e 20% respetivamente. No que toca a duracao
dos periodos de estratificacdo no frio, Campo-Dall orto (1987) observou um fenémeno
semelhante onde as sementes da variedade ‘Portugal’ requeriam menos tempo de
estratificacdo para quebrar dorméncia comparativamente a 'Smyrna’. E possivel que
diferentes variedades requeiram diferentes duragdes quanto ao periodo de estratificacdo
no frio, a semelhanca de que acontece para diferentes espécies (Hartmann et al., 2013).
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Dentro do género Malus um exemplo é a espécie Malus sieboldii, onde Thomsen e
Eriksen (2006) chegaram a concluséo de que 12 semanas eram o suficiente para quebrar
dorméncia da maior parte das sementes enquanto, Taek e colaboradores (1989) utilizaram

15 semanas para estratificacdo ao frio das sementes.

12 ensaio de germinacgao
100%

80% [[T

60%

|
Hi NI 8l

Galega QB PT UNI PE UNI MA

Taxa de germinagdo

1 m2 m3
Meses apds TO

Figura 10 — Taxas de germinagao das variedades “Galega”, ’QB PT”, ”UNI PE” ¢ ”"UNI

MA” ap6s 1, 2 e 3 meses de incubagao a 4 °C.

Figura 11 - (A) Sementes armazenadas da variedade
“UNI MA” tratadas com tetrazolio. (B) Sementes
provenientes do ensaio de germinacdo tratadas com
tetrazolio e (C) observacdo a lupa de um corte

longitudinal de uma semente representativa dessas

mesmas sementes.
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Quando o teste com tetrazolio foi realizado pela primeira vez, ndo houve
diferencas observaveis entre o controlo e as sementes aleatoriamente escolhidas de cada
variedade. A excecdo do avermelhado provocado pelas incisdes durante o teste, no foram
observadas regifes avermelhadas no embrido ou, caso a semente tenha completado o
processo de germinacdo, ao longo da radicula. Apenas no segundo teste foi possivel

observar essas diferencas tal como esta exemplificado na figura 11.

Determinadas sementes, quando se encontram em condicdes favoraveis ao seu
metabolismo, como por exemplo temperaturas e niveis de oxigénio ideais, assim que sao
hidratadas, inicia-se 0 seu processo de germinacdo. Comeca por alteracdes no
metabolismo do embrido que consistem em determinados processos como transcri¢ao e
traducdo de novos mMRNAs (RNAs mensageiros), a reparacdo e multiplicacéo
mitocondrial. O final deste processo é marcado por alongamento celular que conduz a
emergéncia do embrido, frequentemente a radicula, mas que em determinados casos
inexplicavelmente ndo ocorre e essas sementes séo entdo consideradas como dormentes
(Bewley et al., 2013). Ao longo do teste realizado foi possivel observar alteracfes na
atividade das sementes nas variedades “UNI MA” e “QB PT” entre 0s dois momentos de
avaliacdo. Em certos casos, a presenca de atividade celular era duplamente confirmada
quer pela emergéncia da radicula quer pela coloragdo da mesma (Fig. 11C). Em situacdes
em que a alteracdo estava restrita a coloracdo do embrido, ndo se podia aferir com certeza
se na semente em questdo a dorméncia tinha sido quebrada completamente. Em funcéo
destes resultados, o teste de tetrazolio torna-se um teste complementar atil em testes de
germinacdo onde se procuram avaliar tratamentos cuja eficacia perante as sementes
utilizadas seja desconhecida, permitindo saber se durante o ensaio se tornou

metabolicamente ativa e eventualmente dar pistas da presenca de dorméncia.
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Figura 12 - NUmero de germinantes apds 3 meses de estratificacdo. Diferentes letras

representam diferencas significativas e foram obtidas a p < 0.05 pelo teste Tukey.

No segundo ensaio avaliou-se a necessidade de temperaturas baixas para a quebra
de dorméncia, pela criacdo de tratamentos de temperaturas a 4 °C e a 25 °C, e outra op¢édo
de substrato pela utilizacdo de algoddo humedecido em certos tratamentos. Dos
resultados obtidos observou-se (Fig. 12) primeiramente que para a variedade “Galega”
nenhum germinante foi obtido em tratamentos com a temperatura de incubacéo de 25 °C.
A situacdo inversa se observou nos tratamentos com uma temperatura de incubacéo de 4
°C onde apesar de ndo haver diferencas significativas entre os dois tipos de substrato
(areia e algoddo) a diferenca perante os tratamentos com a temperatura a 25 °C ja foi
significativa. No caso da variedade “Portugal”, observou-se uma situagcdo semelhante
com a “Galega” exceto o facto de que s6 o tratamento com areia e temperatura de
incubacédo de 4 °C é que apresentou um numero significativamente de germinantes. O
tratamento com algod&o e temperatura de incubacdo de 4 °C apesar de ter apresentado
germinantes, o seu nimero nao foi significativamente diferente daquele apresentado por

ambos os tratamentos com uma temperatura de incubagéo de 25 °C. A variedade “CV1”
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apresentou uma situacdo muito semelhante a da de “Portugal”, exceto o facto de
apresentar um menor ndmero de germinantes no tratamento com algoddo e uma
temperatura de incubacdo de 4 °C. Por altimo, ndo foi possivel observar o efeito do
substrato, pela razdo apresentada anteriormente, ndo obstante foi possivel observar uma
diferenca significativa entre o niUmero de germinantes com uma temperatura de incubacéo
de 4 °C comparativamente a de 25 °C. Esta ndo apresentou germinantes na duracgdo do

ensaio.

Em primeiro lugar, uma vez que ndo houve germinantes nos tratamentos a 25 °C
este fato vai ao encontro de Campo-Dall orto, (1987) na medida em que baixas
temperaturas sdo de facto necessarias a quebra da dorméncia das sementes. Existe
também exemplos tanto na macd, onde sementes de Malus domestica Borkh. néao
germinaram a 15 °C (Eichholtzet al., 1983) e sementes de Malus sieboldii ndo germinaram

a temperaturas acima dos 9 °C (Thomsen & Eriksen, 2006).

Quanto ao efeito do substrato no numero de germinantes (Fig. 12), tanto na
variedade “Portugal “como na “CV1”, o numero era estatisticamente superior no
substrato de areia comparativamente ao estrado de algoddo. A variedade “Galega”
apresentou também um namero superior no substrato de areia, mas ndo € estatisticamente
significante e quanto a “CV3” nesta ndo foi possivel averiguar diferencas entre substratos.
Por ultimo, nas variedades “Portugal” e “CV1” a realizacdo da ANOVA de duas vias
revelou que existe uma interacdo estatisticamente significante entre a temperatura e o tipo
de substrato (F(1,16) = 24,12, p = 0.,0002 e F(1,16) = 9,73, p = 0,0066 respetivamente).
Nestas duas variedades existe um maior rigor quanto as condicGes de estratificacdo onde
ndo s precisam ser submetidas a baixas temperaturas (4 °C) como também o processo de
estratificacdo tera de ocorrer na areia humedecida. Em contraste, a variedade “Galega”
alcanca um numero significativo de germinantes exigindo a baixas temperaturas
independentemente dos dois substratos aqui testados. Atendendo a estes resultados, a
estratificacdo na areia humedecida a 4 °C é o melhor processo para quebrar a dorméncia

de sementes de marmeleiro.

Salienta-se que quando se compara o vigor da variedade “Galega” entre os dois
ensaios, no primeiro as sementes comegaram logo a germinar passado 1 més enquanto no
segundo ensaio sO ao terceiro més se observaram taxas de germinagdo comparaveis.
Existe a possibilidade de que a altura do ano em que se realiza o ensaio de germinacao
influencie as taxas de germinacdo. Serd interessante em ensaios futuros verificar a
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influéncia deste fendmeno na variedade “Galega” assim como se ocorre noutras

variedades.

6.2 Estabelecimento in vitro

Comecando pela variedade “QN GA”, foram estabelecidos ao inicio 75 explantes
e apds 2 meses observou-se uma taxa de contaminagdo de 96%. Dado que o material na
altura era relativamente jovem, levantou-se a questdo da sua resiliéncia perante um
processo de desinfecdo e, por conseguinte, ndo foi aplicado nenhum. Da variedade “UNI
PE” os 12 explantes utilizados desta vez foram desinfetados e ap0s o primeiro més
observou-se uma taxa de contaminagdo mais reduzida, de apenas de 25%. Apesar da
amostra ter sido reduzida, os resultados obtidos indicam um procedimento de desinfecédo
a utilizar com material proveniente da germinacdo de sementes. Quanto ao material das
variedades “G”, “E”, “M” e “P” foram estabelecidos 58 explantes numa primeira fase e
52 explantes numa segunda, onde a unica diferenga entre estas duas era o protocolo de
esterilizacdo. Uma vez que a taxa de contaminagdo em todas as variedades foi elevada
(>90%) e os explantes que sobreviveram ndo apresentaram qualquer desenvolvimento no
meio onde foram estabelecidos, o protocolo de desinfecdo verificou-se ser desadequado

ao material vegetal de marmeleiro e no futuro terdo de ser testados novos protocolos.

Relativamente aos meios de cultura utilizados, sera apenas possivel refletir sobre
o seu efeito para a variedades “QN GA” e “UNI PE” uma vez que nas restantes as taxas
de contaminag&o elevadas impossibilitaram a sua avaliagdo. Os explantes da variedade
“QN GA” no meio de multiplica¢do apresentaram em média uma taxa de multiplicacdo
aproximadamente de 53%. Tendo em conta que Duron et al. (1989) obtiveram 4-5
explantes novos por cada explante mensalmente no meio de cultura em questdo, neste

ensaio a taxa de multiplicacdo foi mais baixa do que se estava a espera.

No caso da variedade “UNI PE” esta apresentou uma média de apenas 4%. As
baixas taxas de multiplicacdo podem ser explicadas em parte por casos onde 0s explantes
apresentaram necrose apical, reduzindo assim o numero efetivo de explantes que podiam
ser multiplicados, e dependendo da espécie diferentes fatores estdo em causa (Bairu et al.,
2009). Singha et al. (1990) observaram que em marmeleiro com o0 aumento da

concentracdo de Ca no meio, tanto necrose apical como vitrificagdo dos explantes

37



diminuiam até certa concentracéo, a partir da qual o crescimento destes comecava a ser
afetado negativamente. Em ensaios futuros, caso este problema se torne recorrente, uma

das solucbes que podera ser testada séo diferentes concentragdes de célcio.

Figura 13 - Explantes da variedade “UNI PE” ap6s 2 meses no meio de multiplicagdo.

6.3 Avaliacao de marcadores moleculares

Tabela 4 - Avaliacdo da concentracéo e qualidade dos extratos de DNA de diferentes

variedades. Valores expressos como média * desvio padréo (n=5)

Variedades e locais de amostragem DNA (ng/ul) A260/280 A260/230
'Portugal' (Quinta branca) 38,7249,10 1,94%0,12 1,93+0,46
'Portugal' (Quinta das Naves) 42,46+12,14 1,81+0,04 1,86+0,27
'Galega' (Quinta das Naves) 68,88+12,04 1,80+0,01 2,11+0,10
'Espanhola’ (Enxabarda) 130,131£25,41 1,84+0,02 2,2410,14
'Champion' (Enxabarda) 92,92+21,78 1,82+0,04  2,08t0,27

'Galega' (Orgais) 66,7+25,98 1,82+0,04 2,0410,21

'Gigante de vranja'(Enxabarda) 102,72+40,18 1,80+0,03 2,0610,19
'Gigante de vranja'(Unitom, Quinta das rasas) 97,00+27,81 1,9+0,08 1,46+0,28
'Portugal' (Quinta das Rasas 88,00£31,60 1,940,08 1,23+0,36
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O protocolo seguido para extracdo de DNA a partir de folhas de C. oblonga Mill.
permitiu que se obtivesse DNA de qualidade (Tabela 4). Apesar da sua quantidade ser
relativamente baixa, adequa-se a realizagdo da analise através de PCR pela qual foi
possivel validar dos primers escolhidos. Em gel de agarose (Fig. 14) foi possivel
confirmar que os 9 pares de primers testados, correspondentes aos 9 SSRs selecionados
da literatura, amplificam sequéncias presentes no genoma do marmeleiro dos cultivares

com que se trabalhou.

Das cinco variedades aqui testadas, a maioria dos marcadores ja tinha sido
validado para a variedade 'Champion’ e 'Portugal’ (CH04e05, CH05a04, CH04e03,
CHO01h10, CH03d02 e CHO1F02) a exce¢do da variedade Gigante de vranja que s6 0
marcador CHO04e03 foi o Unico a existir uma validacdo prévia. Para as variedades 'Galega’
e 'Espanhola’ ndo existe por enquanto na bibliografia amplificacdo de marcadores SSRs
tanto quanto se saiba, sendo esta a primeira vez. Os marcadores CH04g09, MS06g03 e
Ch03d01, apesar de na bibliografia ndo existir casos em que amplificam nestas cinco
variedades, possuem uma situacdo onde amplificaram em diversos cultivares e acessdes
da Turquia (Glney et al., 2019). Este passo é bastante importe pois constitui a primeira
instancia em que séo testados marcadores moleculares, mais especificamente SSRs, em

germoplasma de marmeleiro nativo de Portugal Continental.

P1 P2 P3 P4 P5 Pé6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18

Figura 14 - Gel de agarose com a validacdo dos SSR descritos na literatura. M — DNA
ladder de 1500 bp; Poco 1 a Pogo 9 correspondem aos 9 perfis SSR diferentes: CH04g09,
MS06g03, CH03d01, CH04e05, CH05a04, CH04e03, CH01h10, CH03d02 e CHO1F02
respetivamente (amostra QB5 da variedade 'Portugal’, Quinta da Branca); Po¢o 10 a 18
corresponde a 9 perfis SSR, os mesmos perfis referidos anteriormente (amostra QN4 da
Variedade 'Portugal’, Quinta das Naves). O gel de agarose foi visualizado e a imagem

capturada através do GelDoc XR.
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O proximo passo consistird em avaliar a sua capacidade de distinguir as diferentes
variedades e, tendo em conta ensaios preliminares, o protocolo utilizado para a sua
validagdo ndo permite a distingéo das diferentes variedades com estes marcadores. Esta
capacidade ¢é desejada pois permitira verificar a proximidade genética entre diferentes
variedades permitindo assim caracterizar a diversidade geneética existente. Esta
informacgdo tem as mais diversas aplicacOes: conservacdo de diversidade genética;
programas de melhoramento e até na manutencdo de uma colecdo de germoplasma
através da detecdo de redundancias. (van Treuren & van Hintum, 2003; Coates & Byrnes,
2005).

Futuramente serd testado um protocolo de amplificacdo dos SSRs descrito por
Arruda et al. (2010) que recorre a utilizacdo de 3 primers durante o PCR. S&o utilizados
dois primers, “foward” e “reverse”, onde o “foward” ¢ também designado por “chimera”
devido a presenca de uma sequéncia universal M13 (TGTAAAACGACGGCCAGT) no
seu terminal 5°. Esta sequéncia é idéntica ao do terminal 3" primer que se encontra
marcado por um fluoréforo que sera adicionado sé na parte final do PCR, de modo a ndo
conjugar com outros alelos nao especificos. O processo de PCR comecara s6 com o
“foward” quimérico, cujos produtos de PCR véo ter a sequéncia M13, e 0 “reverse” até
as fases finais do processo onde depois € adicionado o terceiro primer que ird amplificar
0s produtos com a sequéncia M13. Os produtos de PCR obtido serdo separados em gel de
poliacrilamida desnaturante num analisador genético com sistema de eletroforese capilar,
de forma a distinguir o tamanho dos diferentes fragmentos amplificados. Protocolos
similares ja foram aplicados para distingdo de cultivares/acessdes em soja (Diwan &
Cregan, 1997), macd (Gao et al., 2015) e pera (Cao et al.,2012) e espera-se com este

método se consiga pela primeira vez em marmeleiro.
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7. Conclusao e Perspetivas futuras

Os resultados obtidos ao longo desta tese demonstraram diversos graus de sucesso

no que toca a alcancar os objetivos pretendidos

A bibliografia que propriamente incide sobre germinacdo de sementes de C.
oblonga Mill. é bastante escassa e os resultados obtidos aqui irdo colmatar essa lacuna.
Por um lado, contribui para a replicabilidade do que vem escrito para a espécie,
nomeadamente os resultados confirmam a exigéncia de baixas temperaturas e que
diferentes cultivares possuem diferentes exigéncias no que toca a duracao do periodo de
quebra de dorméncia. De todos os cultivares estudados a variedade “Galega” destaca-se
por ser aquela que requer um periodo mais curto e a0 mesmo tempo apresenta um elevado
namero de germinantes. Este vigor aqui documentado podera ser uma caracteristica a ter
em conta mais a frente na realizagdo de programas de melhoramento. Quanto ao protocolo
em si, sera interessante no futuro estudar a influéncia da altura do ano nas sementes uma
vez que se observou em “Galega” diferentes taxas de germinacéo entre os dois ensaios de
germinacdo, estes que ocorreram em alturas do ano diferentes (abril no primeiro e
novembro no segundo). Caso este efeito seja comprovado, um melhor conhecimento
sobre a altura ideal para cada cultivar possibilitard um melhor aproveitamento das

sementes e do espacgo que estas ocupariam num armazenamento a 4 °C.

Protocolos sobre estabelecimento in vitro em marmeleiro sdo ja mais numerosos,
existindo assim uma base mais estabelecida para os ensaios realizados. Diferentes
protocolos de desinfecdo foram testados, mas nenhum produziu elevadas taxas de
sobrevivéncia. Isto foi evidente especialmente no material proveniente de estacas onde se
obtiveram explantes ou que contaminavam ou que ficavam invidveis e ndo se
desenvolviam. Aquele aplicado no caso de “UNI PE” apesar de ter produzido uma
elevada taxa de sobrevivéncia, a amostra era consideravelmente pequena. Futuramente
sera da mais alta prioridade encontrar ou desenvolver um protocolo de esterilizacao para
os diferentes tipos de material, sejam rebentos resultantes de sementes ou de estacas. O
meio de multiplicacdo testado permite a preservacdo dos explantes, mas s6 com a
presenca de um protocolo de esterilizacdo estabelecido seré possivel aferir realmente se

este ou outros meios na bibliografia séo indicados para o efeito.
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Por altimo, a obtengdo de um grupo de marcadores que permita a caracterizacéo
do germoplasma consistiu hum importante resultado. Tendo ja sido comprovado que
todos os marcadores de facto amplificam no germoplasma com o qual se esté a trabalhar,
de tal forma que resta s6 otimizar as condicbes de PCR e avaliar os fragmentos
amplificados num sistema de eletroforese capilar. O grande desafio que se segue consiste
em saber se estes marcadores permitem distinguir as pequenas diferencas de pares de
bases existentes nas sequéncias que amplificam. Isto permitira entdo a capacidade de
distinguir molecularmente os diferentes cultivares, constituindo uma ferramenta atil a

gestdo mais eficiente de uma futura colecdo de germoplasma.
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