DOSSIER TECNICO

Melhoramento genético de castanheiro
para a resisténcia a doenca da tinta

Através do programa de melhoramento genético de castanheiro,
para a resisténcia a doenca da tinta, iniciado em 2006 no INIAYV,
desenvolvem-se cruzamentos controlados entre a espécie eu-
ropeia sensivel, a Castanea sativa, e as espécies asiaticas resis-
tentes: a Castanea crenata (castanheiro japonés) e a Castanea

mollissima (castanheiro chinés).

O género Castanea pertence a familia Faga-
ceae, a qual também pertencem espécies do
género Quercus, esta é uma familia domi-
nante em grande parte das florestas climax
do Hemisfério Norte (Manos et al., 2008). O
castanheiro europeu (Castanea sativa Mill.)
é a iinica espécie nativa do género Castanea
na Europa. Os castanheiros possuem uma
aptiddo multipla: producio de fruto, de ma-
deira e protecio da paisagem.

A producio de castanha diminuiu considera-
velmente durante o século XX no sudoeste da
Europa, devido principalmente ao surgimen-
to de doencas e pragas nomeadamente: doen-
¢a de tinta (Phytophthora spp.) e cancro ame-
ricano (Cryphonectria parasitica (Murr) ME
Barr.), introduzidas na Europa, respetivamen-
te nos séculos XIX e XX e a vespa das galhas
do castanheiro (Dryocosmus kuriphilus (Ya-
sumatsu)), introduzida na Europa em 2002.
Em Portugal, segundo o ultimo Inventario
Florestal, a 4rea atual de castanheiro é de
34 000 hectares para a producio de fruto e
41 000 hectares de rea total (incluindo flo-
resta). No inicio do século XX, o castanhei-
ro ocupava uma area de 8o 0oo hectares.

A castanha ocupa o sexto lugar nas expor-
tagcoes nacionais de frutos frescos e possui
quatro denominacdes de origem protegida
(DOP): Castanha da Terra Fria, Castanha da
Padrela, Castanha dos Soutos da Lapa e Cas-
tanha de Marvao-Portalegre. Existem tam-
bém povoamentos de castanheiro que fa-
zem parte do habitat 9260 - ‘Castanea sativa
forests’ da Rede Natura 2000. A producio
europeia de castanha nao consegue suprir
as necessidades dos mercados mundiais. A
Asia produz atualmente 1,7 milhdes de to-
neladas, contra as 170 0ooo toneladas produ-
zidas pela Europa. Ha 50 anos a Europa pro-

duzia 400 ooo toneladas. A area nacional de
castanheiro é hoje metade da que outrora
existiu, antes da introducio da doenca da
tinta, em 1838. A produtividade por hectare
é menos de metade do valor potencial, pa-
ra o que muito contribui o elevado défice
em materiais genéticos melhorados para a
resisténcia as principais doencgas, tanto no
mercado nacional, como no internacional: a
doenca da tinta e o cancro do castanheiro.
A tinta continua a ser a principal ameaca pa-
ra o castanheiro. A luta quimica, que foi sen-
do utilizada nas tultimas décadas, tem prova-
do nio ser nem eficaz nem ambientalmente
aceitavel. Por outro lado, ndo existe controlo
biolégico disponivel, como existe ja para o
cancro, através da hipoviruléncia, ou para
a praga da vespa das galhas do castanheiro,
através do parasitoide Torymus sinensis.

O mercado europeu revela um elevado défi-
ce de porta-enxertos de castanheiro melho-
rados, resistentes a doenca da tinta.

O programa de melhoramento
genético de castanheiro do INIAV

O INTAV iniciou, em 2006, um programa de
melhoramento para aresisténcia a doenca da
tinta do castanheiro, causada pelo oomiceta
Phytophthora cinnamomi Rands, baseado
em cruzamentos controlados, entre a espé-
cie europeia, Castanea sativa, muito sensivel
ao patogénio e as espécies asiaticas resisten-
tes: Castanea crenata (castanheiro japonés)
e Castanea mollissima (castanheiro chinés).
Visa-se a introgressao de genes de resistén-
cia das espécies asiaticas (C. mollissima e C.
crenata) em C. sativa (Costa et. al., 2011). Es-
te programa possui uma vertente aplicada,
que tem como objetivo selecionar e produzir
uma nova geracio de porta-enxertos de cas-
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Figural- Geracéo F1 com 10 anos e producéo de semente da
geracao F2, através de polinizacdo aberta entre os individuos da
geracdo F1

tanheiro com resisténcia melhorada a doen-
ca da tinta. Noutra vertente deste programa
pretende-se conhecer e compreender os me-
canismos moleculares e genéticos de resis-
téncia ao agente patogénico P. cinnamomi,
para identificacdo de marcadores ligados a
resisténcia. Este conhecimento permitira a
ulterior selecdo assistida por marcadores
moleculares (MAS - Molecular Assisted Se-
lection). O objetivo é lancar no futuro proxi-
mo, nos mercados nacional e internacional,
um novo produto com valor acrescentado,
uma nova geragio de porta-enxertos resis-
tentes com “pedigree” e entidade genética
determinada. Desta forma, contamos conse-
guir impulsionar o setor produtivo da casta-
nha nacional.

A vertente de investigacdo aplicada tem
sido financiada pelo programa PRODER
e tem sido desenvolvida em parceria com
investigadores da Universidade de Tras-os-
-Montes e Alto Douro, com a Escola Supe-
rior Agraria de Coimbra e com as empresas
Certifruteiras - a empresa lider da parceria
-, a Greenclon e EFAO.
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A vertente de investigacido fundamental tem
sido financiada pela FCT, juntamente com o
PRODER, e tem sido desenvolvida em parce-
ria com investigadores dos Estados Unidos
da América, nomeadamente da The Ameri-
can Chestnut Foundation (TACF), Clemson
University, University of Kentucky e Funda-
¢io da Faculdade de Ciéncias de Lisboa. A
TACF tem também em curso um programa
de melhoramento para castanheiro america-
no, ja com 30 anos, orientado para a resistén-
ciaao cancro. Nesta vertente de investigacao
estdo a ser produzidos mapas genéticos para
identificacdo de zonas no genoma ligadas a
resisténcia - QTL (Quantitaive Trait Loci),
para identificacdo de marcadores molecula-
res que possibilitem a selecao precoce de ge-
ndtipos resistentes. Neste momento, a sele-
¢ao dos clones faz-se através da inoculacio
das raizes com o agente patogénico, o que é
um processo moroso e caro. Assim que estes
marcadores estiverem disponiveis, conse-
guiremos saber, com uma simples extracio
de ADN, quais os gendtipos mais resisten-
tes, que vao sendo produzidos anualmente a
partir dos cruzamentos controlados, e, des-
sa forma, poderemos agilizar o processo de
selecdo de materiais genéticos melhorados.

Do programa de melhoramento em curso,
ja com 10 anos, que possui uma geracao Fi,
obtida a partir de polinizacGes controladas,
entre C. sativa e C. crenata e C. mollissima
e uma geracao F2, obtida a partir de polini-
zacao aberta entre os individuos da geracao
F1 (Figura 1), foram selecionados, até ao mo-
mento, sete gendtipos que revelaram eleva-
daresisténcia ao agente patogénico da doen-
ca da tinta, P. cinnamomi, apds inoculagio
de raizes de réplicas de cada genoétipo (clo-
nes). Os gendtipos selecionados estdo a ser
propagados em massa, utilizando a técnica
de micropropagacio (Figura 2) e ulterior en-
gorda em viveiro (Figura 3), para plantagao
dos primeiros campos de ensaio, a realizar
em janeiro de 2017, onde vai ser testada a
sua resisténcia em condi¢des naturais de

Figura 2 - Propagacdo em massa de genétipos selecionados, por
micropropagacéo

campo, bem como o vigor
vegetativo e compatibilidade
de cada um com as principais
variedades para producio de
castanha (Longal, Martainha,
Judia, Baria e Colarinha).
Todos os anos s3o realizados
novos cruzamentos controla-
dos com a consequente sele-
¢io de novos gendtipos com
resisténcia. O objetivo final
é produzir um catalogo com
diferentes genoétipos, com
“pedigree” e identidade gené-
tica determinada com marca-
dores moleculares, contendo
informagio sobre qual o me-
lhor porta-enxerto para cada
regiao e qual a variedade com
melhor compatibilidade para
cada porta-enxerto.

Na segunda vertente deste programa de me-
lhoramento foram sequenciados os trans-
criptomas de C. sativa e C. crenata, desen-
volvidos a partir de raizes inoculadas e n3o
inoculadas com P. cinnamomi, permitindo a
identificacdo de genes putativamente envol-
vidos naresisténcia a doencga da tinta (Serra-
zina et al., 2015) e de marcadores molecula-
res (microssatélites) que foram desenhados
nesses genes (Santos et al., 2015). Foi tam-
bém estabelecido um método de fenotipa-
gem para determinar o nivel de resisténcia
a P. cinnamomi de cada hibrido da geracao
F1 (Santos et al., 2015) Por ultimo, foi cons-
truido o primeiro mapa genético entre C. sa-
tivax C. crenata, permitindo a identificacio
de Quantitative Trait Loci (QTL) ligados a
resisténcia a P. cinnamomi (publicacdo em
preparacao). Esta também implementado o
estudo da progressao do agente patogénico
em clones com diferentes suscetibilidades a
P. cinnamomi, por histopatologia. A integra-
¢ao de todos os resultados constitui as bases
para a compreensao dos mecanismos de re-
sisténcia do castanheiro a doenca da tinta.
Existe um forte potencial para uma franca
expansao do setor da castaneicultura, com a
introducdo no mercado desta nova geragao
de porta-enxertos com resisténcia a P. cin-
namomi. Em Portugal, os clones hibridos
comercializados com alguma resisténcia ao
agente patogénico tém origem nos progra-
mas de melhoramento franceses dos anos
60 (Ferosacre, vulgo Cag9o, Marsol, Mari-
goule e Bouche de Bétizac), a maior parte
dos quais sdo importados diretamente de
Franca. Mais recentemente, foi iniciada a
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Figura 3 - Engorda de clones
selecionados em viveiro

comercializagdo do hibrido
ColUTAD, obtido do progra-
ma de melhoramento lidera-
do pelo Investigador Colum-
bano Fernandes, também nos
anos 60 do século XX, na Es-
tacdo de Fruticultura de Alco-
baga e retestado pela UTAD
nos anos 9o. Estes clones,
originarios de programas de
melhoramento muito antigos,
tém uma adaptacio limitada
as condigOes atuais de solo
e clima das diferentes areas
de producdo de castanheiro
e sdo manifestamente insufi-
cientes para suprir as neces-
sidades dos mercados nacio-
nal e internacional. Mesmo
em Franca, os produtores de
castanheiro consideram que
a falta de materiais melhorados é uma forte
limitacdo para a cultura do castanheiro, ja
que consideram ser a doenca da tinta a prin-
cipal ameaca dos soutos franceses. @
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