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Resumo

A espécie Rubus ulmifolius Schott apresenta um amplo numero de formas
transitdrias dispersas por todo o territorio portugués, onde também se encontram diversas
espécies endémicas de amoras silvestres. O INIAV possui uma colecdo de endemismos
ibéricos de Rubus spp.. Existem nesta colecdo diferentes ec6tipos de Rubus ulmifolius
selecionados e colhidos pelo seu possivel interesse fruticola. Verificou-se a existéncia de
um ecdtipo de R. ulimifolius com caracteristicas de vigor vegetativo e de frutificacdo
superiores aos restantes. Foram estudados quatro ecétipos de R. ulmifolius, Arripiado,
Serpa, Barrancos e Fataca. Destas plantas foram colhidos frutos e analisados 0s seguintes
parametros biomeétricos: forma do fruto (eixos longitudinal e transversal); numero, peso
fresco e seco de 100 g de frutos; nimero e peso fresco e seco das sementes por fruto.
Foram recolhidas amostras foliares para se fazer uma analise comparativa da dimensao
do genoma dos diferentes ec6tipos por citometria. Os resultados revelaram diferencas
consideraveis nos parametros biométricos. O ecétipo Arripiado apresentou os frutos com
maior peso (46-53 % a mais no peso fresco que os restantes) e nimero de sementes (28-
51 % mais sementes que 0s restantes). Este ecotipo apresenta um eixo longitudinal maior
que o transversal, conferindo-lhe uma forma alongada, com os frutos dos outros ecotipos
a apresentarem uma forma mais arredondada. A avaliacdo citométrica revelou que nédo
existirem diferenga na dimens&o entre os genomas nestes quatro ec6tipos de R. ulmifolius.
Dos quatro eco6tipos apenas o Arripiado poderéa ter alguma potencialidade fruticola, sendo
de afastar um grau superior de polimorfismo como explicagdo para o aumento
consideravel das caracteristicas biométricas analisadas. Deverdo ser feitos estudos
morfoldgicos no sentido de determinar se estamos perante uma forma boténica distinta
de Rubus ulmifolius. O ec6tipo Arripiado apresenta um potencial interessante para
integrar um pograma de melhoramento de amoras mantendo o carater silvestre.

Palavras-chave: amoras silvestres, citometria de fluxo, pequenos frutos

Abstract

Evaluation of ecotypes in Rubus ulmifolius Schott

Rubus ulmifolius Schott is a species with a wide range of transitory forms that are
dispersed throughout the Portuguese territory, where it can also be found a diverse
number of other endemic wild blackberries. INIAV has a germoplasm collection of Rubus
spp. endemic form the Iberian Peninsula. Different ecotypes of Rubus ulmifolius, selected
and collected by their possibly interesting fruit characteristics, can be found at this
collection. One of these ecotypes showed vegetative vigour and fruiting traits superior
than the others. Four ecotypes of R. ulmifolius — Arripiado, Serpa, Barrancos and Fataca
—were studied. Fruit biometric parameters were measured: shape of the fruit (longitudinal
and transversal axes); number of fruits, fresh and dry weight of fruit samples of 100 g;
number and fresh and dry weight of seeds per fruit. Leaf samples of the different ecotypes
were taken for comparative cytometry analyses of the genome size. Results revealed
considerable differences in the biometric parameters. The ecotype Arripiado presented
the fruits with the highest values in weight (46-53 % more fresh weight) and number of
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seeds (28-51 % more seeds) compared with the other ecotypes studied. Arripiado fruits
have an elongated shape, with the longitudinal axis longer than the transversal axis,
whereas the fruits from the other ecotypes presented a more rounded like shape. Flow
cytometry revealed no differences in genome size of the four ecotypes of R. ulmifolius.
Arrepiado was the only ecotype, among the four, that may have some potential regarding
the fruit biometric traits, although a higher degree of polyploidy cannot explain its
considerable increase in these fruit traits compared with the other ecotypes.
Morphological studies may take place to determine if this ecotype is a distinct botanical
form of R. ulmifolius. Arripiado ecotype presents an interesting potential to be regarded
in breeding programs for wild blackberries traits.

Keywords: wild blackberries, flow cytometry, small fruits

Introducéo

O género Rubus é um taxon muito grande que apresenta uma grande distribuicédo
mundial, encontrando-se espécies em todos o0s continentes, desde as regides tropicais as
regides articas. O numero exato de espécies é desconhecido. Contudo estima-se que
existam entre 600 e 800 espécies. Desacordos entre taxonomistas sobre as espécies deste
género sdo comuns devido a existéncia de hibridacdes interespecificas, poliploidia e
formas de apomixia que por vezes geram confusdes na sua classificagdo, levando a
fronteiras entre espécies pouco definidas. Muitas destas espécies sdo fonte de alimento,
produzindo frutos que sdo explorados comercialmente como as framboesas e as amoras,
para além de haver, tradicionalmente, colheita de frutos em plantas de silvados.

Na Peninsula Ibérica pode-se encontrar um elevado nimero de espécies silvestres.
Mais de uma dezena destas espécies estdo presentes no Norte e Centro de Portugal, em
maior nimero na regido de Trés-os-Montes e Alto Douro. Segundo Franco (1971) a
espécie Rubus ulmifolius é de longe a mais comum, e a Unica encontrada no Sul de
Portugal. Aparece em clareiras e orlas de bosques (azinheiras, pinheiros, carvalhos e
faias) bordas de caminho, limites de linhas de agua, barrancos; em solo mais ou menos
hamido, tanto silicioso quanto calcério, preferencialmente em zonas mais ou menos
guentes e secas, a altitudes entre os 0 e 1700 m. Pode ser encontrada a Oeste da Europa,
desde a Peninsula Ibérica e llhas Britanicas até ao Sul da Holanda e Sudoeste da
Alemanha, Italia, Peninsula Balcanica, ilhas do Mediterraneo, Noroeste de Africa e
Macaronesia (Monasterio-Huelin, 1988).

E uma espécie extremamente polimorfica na qual estdo descritos numerosos
tdxones que se diferenciam na forma do foliolo terminal, pela cor das pétalas, pela
presenca ou ndo de pelos simples no eixo floral. Tanta variabilidade é devida as condi¢bes
ambientais e a capacidade desta espécie em gerar hibridos pouco estaveis (Monasterio-
Huelin, 1988).

O interesse e atencdo nos recursos silvestres, como as amoras de silva, tem vindo a
crescer nos Ultimos anos uma vez que estao a ser descobertos e publicados trabalhos que
provam a existéncia de compostos benéficos para a salde humana nos frutos destas
espécies (Santos et al., 2011; Tavares et al., 2012).

Na Herdade Experimental da Fataca do Instituto Nacional de Investigagdo Agraria
e Veterinaria (INIAV), tem-se vindo a estabelecer uma cole¢do de endemismos de
especies de amoras silvestres com plantas colhidas um pouco por todo pais. Uma vez que
a espécie R. ulmifolius tem uma larga distribuicdo em territorio nacional, colheram-se
varios genotipos de silvados em regides diferentes. Como se observaram diferencas entre
estes ecotipos de R. ulmifolius presentes na colecdo e porque um destes genotipos
apresentava caracteristicas de vigor vegetativo e de frutificagdo potencialmente
interessantes para possivel aproveitamento fruticola ou inclusdo em programas de
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melhoramento genético, decidiu-se fazer uma analise mais profunda aos parametros
biométricos do fruto tendo-se também realizado uma analise de citometria aos gendtipos
para despistes de um possivel cenario de poliploidia.

Materiais e Métodos

Foram estudados 4 ecétipos de R. ulmifolius, colhidos em quatro regiGes do
Alentejo, Arripiado, Serpa, Barrancos e Fataca. Destas quatro regides, colheu-se um
genotipo de um silvado. Estes foram multiplicados por estaca lenhosa e instalados no solo
na Herdade Experimental da Fataca, em 2013, onde se plantaram 14 plantas de cada
genotipo, num compasso de 2,0 x 1,5 m, tendo-se assim juntado as restantes amoras
silvestres presentes na colecdo de espécies endémicas, colhidas um pouco por todo
territdrio nacional.

No verdo de 2015, procedeu-se a colheita de frutos destes quatro ecétipos tendo-se
feito registos de pardmetros biométricos: forma do fruto, com medi¢Ges dos eixos
longitudinal e transversal de 40 frutos; nimero e pesos fresco e seco de 100 g de frutos
(5 réplicas por ecotipo). Analisaram-se ainda as sementes, numa amostra de 10 frutos,
tendo-se registado o peso do fruto e nimero e pesos fresco e seco das sementes por fruto.

Numa tentativa de explicar as diferencgas que se observavam entre as caracteristicas
dos frutos do ecétipo do Arripiado e os restantes ecotipos, procedeu-se a uma analise
comparativa da dimensdo do genoma dos diferentes ec6tipos por citometria a partir de
amostras foliares recolhidas na cole¢do, para se analisar a hipétese de poliploidia deste
ecotipo relativamente aos restantes. O genoma conhecido que se utilizou como
comparacéo foi o do tomate (Solanum lycopersicum), tendo-se utilizado o tamp&do Woody
Plant Buffer, e o marcador fluorescente iodeto de propideo. O citometro utilizado foi o
Cyflow®space da Sysmex.

Resultados e Discussao

Analisando os resultados do peso e forma dos frutos (quadro 1), percebem-se
diferencas consideraveis do genotipo colhido no Arripiado em relagdo aos outros
genotipos de R. ulmifolius colhidos nos outros locais. Os frutos do ec6tipo do Arripiado
tém 46-53 % mais peso fresco que 0s outros ecétipos, apresentando das razbes mais
baixas entre 0 peso seco e o peso fresco dos frutos, a semelhanca do ecétipo de Serpa, 0
que revela que o peso superior dos frutos frescos do ecotipo do Arripiado esta sobretudo
associado a um aumento de teor de agua no fruto.

Relativamente a forma dos frutos, podemos observar que o0 ec6tipo com a forma
mais alongada, com maiores comprimentos ao longo do eixo longitudinal (maior altura
que largura) € o Arripiado sendo os frutos do genotipo da Fataca o mais redondo e 0s
frutos dos genotipos colhidos em Serpa e Barrancos ligeiramente achatados (mais largos
que altos). Este parametro pode vir a ser relevante na perspetiva da valorizacdo comercial
de amoras silvestres, uma vez que 0s consumidores estdo mais acostumados a ver amoras
com formas mais alongadas que achatadas.

Quanto ao contributo das sementes no peso fresco do fruto (quadro 2), pode-se
verificar que o valor mais baixo esta associado aos frutos do Arripiado que, embora tenha
apresentado maior nimero medio de sementes por fruto, no conjunto dos gendtipos
analisados, em proporcao, as suas sementes representam uma fatia menor do peso fresco
do fruto que os restantes ecotipos. Pode também fazer-se uma relagdo entre o numero
médio de sementes por fruto e o nimero de drupas, tendo desta forma o gendtipo do
Arripiado sido mais uma vez bastante superior (28-51 % mais drupas que 0s restantes).

Entre os quatro ecétipos, aqueles que apresentaram maior dispersao de valores nos
parametros biométricos de peso (quadro 1) e sementes (quadro 2), aqui analisados, foram
0s ecoOtipos da Fataca e do Arripiado. Este ultimo, contudo, pode estar relacionado com o
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maior tamanho do fruto relativamente aos outros ecétipos (fig. 1). Ja o ecotipo Fataca tem
um desvio padrdo grande no peso do fruto (quadro 1) podendo também apresentar grande
variacdo no tamanho dos frutos (fig. 1). Estas caracteristicas do ecOtipo Fataca sdo
desencorajadoras na perspetiva de inclusdo deste genoétipo em possiveis programas de
melhoramento de amoras silvestres, uma vez que os frutos sdo pouco uniformes.

Pode entdo considerar-se que dos gendtipos de R. ulmifolius colhidos, aquele que
apresenta caracteristicas mais distintas dos restantes nos parametros biométricos do fruto
€ 0 ecotipo do Arripiado.

Uma vez que nas espécies do género Rubus, e em particular na amora, esta
documentado o aparecimento espontaneo de gendtipos poliploides (Gustafsson, 1939;
Thompson, 1995; Bautista et al., 2018), analisou-se o tamanho do genoma dos quatro
genotipos de R. ulmifolius, para se perceber se as caracteristicas superiores do ecotipo do
Arripiado, relativamente aos outros ecoétipos (Serpa, Barrancos, Fataca) teriam base num
grau de ploidia superior. A citometria realizada nao revelou diferengas de tamanho entre
0s genomas destes quatro ecotipos de R. ulmifolius. Descarta-se assim a hipotese de que
as caracteristicas superiores nos pardmetros biométricos do fruto, do gendtipo do
Arripiado, estarem associadas a um grau superior de ploidia relativamente aos restantes
gendtipos analisados. Uma vez afastada a hipotese de poliploidismo, outras caracteristicas
genéticas estardo na causa desta diferenca. Uma destas caracteristicas podera ser o vigor.
No gendtipo colhido no Arripiado, observou-se um vigor vegetativo muito maior que nas
plantas dos outros gendtipos de R. ulmifolius colhidos noutras zonas do pais.

Plantas com caracteristicas de fruto como aquelas encontradas no genétipo do
Arripiado podem ser interessantes no ponto de vista de um potencial aproveitamento
comercial de amoras silvestres. Estas caracteristicas observadas no ecotipo proveniente
da zona do Arripiado ja foram também observadas noutros locais do pais, nomeadamente
na zona norte, sugerindo que se pode tratar de uma forma boténica da espécie R.
ulmifolius, presente em varias regides do pais.

O conhecimento sobre os beneficios que estes frutos silvestres tém para a saude
humana tem sido cada vez mais estudado, tendo-se desenvolvido ja trabalhos sobre as
espécies de amoras endémicas portuguesas (Trindade et al., 2014; Sousa et al., 2016), das
quais a espécie R. ulmifolius faz parte.

A exploracdo economica de espécies endemicas de amoras silvestres pode
representar uma oportunidade no sector dos pequenos frutos. Atualmente esta a comecar-
se a estudar o potencial fruticola destas espécies, em sistemas convencionais de producao
em comparacdo com cultivares (Omondi et al., 2018).

Tendo tudo isto em conta, estudos de caracterizacdo de parametros biométricos e
comparagdo entre genotipos de amoras endémicas passam a ser importantes para que se
consigam obter os melhores resultados para aproveitamento fruticola ou em programas
de melhoramento (Valdiviesso et al., 2018).

Conclusdes

Dos quatro ecotipos de R. ulmifolius analisados, apenas o Arripiado parece ter
alguma potencialidade fruticola, tendo apresentado frutos maiores, mais pesados, com
baixas percentagens de matéria seca, maior nimero de sementes (drupas) e formas mais
alongadas, relativamente aos restantes trés ecétipos analisados (Serpa, Barrancos e
Fataca). Esta superioridade dos parametros biométricos dos frutos, ndo foi explicada pela
hiptese de polimorfismo. Deverdo ser feitos estudos morfolégicos no sentido de
determinar se estamos perante uma forma botéanica distinta de Rubus ulmifolius. O ecotipo
Arripiado apresenta um potencial interessante para integrar um pograma de
melhoramento de amoras que tenha como objetivo a manutencao do carater silvestre dos
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frutos, no sentido de diferenciar e valorizar o produto, ou para estudos de adaptacdo a
sistemas de producéo.
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Quadro 1 — Numero, peso fresco do fruto e peso seco do fruto médios por cada ecétipo
(Arripiado, Serpa, Barrancos e Fataca). Defini¢do da forma dos frutos através do indice
de rotundidade (altura/largura), numa media de 40 frutos medidos no maior eixo
longitudinal (altura) e no maior eixo transversal (largura). PfF — peso fresco médio do
fruto; PsF — peso seco médio do fruto.

0 Indice de
N Flrgéos)(em PfF (g) PsF(g) PSF/PfF  Rotundidade
(altura/largura)
Arripiado 31 (2,1)? 32(024) 05(0,04) 0,16 1,2
Serpa 60 (4,4) 1,7 (0,13) 0,3(0,02) 0,15 0,9
Barrancos 61 (5,5) 1,7(0,15)  0,3(0,04) 0,20 0,9
Fataca 69 (9,8) 1,5(0,21) 0,3(0,04) 0,21 1,0

Z — Valores entre paréntesis correspondem ao desvio padrdo da amostra

Quadro 2 — Relacdes entre fruto e sementes nos quatro ecotipos (amostras de 10 frutos).
PfF — peso fresco médio do fruto, N° S/F — numero médio de sementes por fruto, PfS/F —
peso fresco médio das sementes num fruto, PSS/F — peso seco médio das sementes num
fruto, PfS/PfF — contributo do peso fresco das sementes no peso fresco do fruto.

PF (q) Ne S/F PFSIF (g) PsSIF(g)  PfS/PfF
Arripiado 371 78 (151)2  0,38(0,13) 0,11 (0,03) 0,10
Serpa 1,80 38 (5,1) 0,25(0,04) 0,07 (0,01) 0,14
Barrancos 1,75 56 (7,6) 0,40 (0,08) 0,09 (0,01) 0,23
Fataca 1,85 51(10,2)  0,38(0,12) 0,11 (0,03) 0,20

Z — Valores entre paréntesis correspondem ao desvio padrdo da amostra
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Rubus ulmifolius Rubus ulmifolius
Arripiado Serpa

Rubus ulmifolius Rubus ulmifolius '
Bafrancos Fataca

Figura 1 — Frutos maduros dos quatro ec6tipos de Rubus ulmifolius estudados (Arripiado,
Serpa, Barrancos, Fataca).
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