Melhoramento genético da seringueira para a resistência a Microcyclus ulei e obtenção de genótipos adaptados às condições marginais
Convênio de pesquisa com a sociedade Michelin desde 1992, com o apoio financeiro da Embaixada da França, FAPESB e CNPq.

A doença sul-americana das folhas de seringueira (SALB, South American Leaf Blight) é uma das doenças mais importantes para as plantações de seringueira na América Latina. É causada por um fungo de disseminação aérea, Microcyclus ulei, que induz desfoliações repetidas e pode levar à morte das árvores, nos casos mais severos. Até hoje, sua presença se atém ao continente latino-americano, mas com a intensificação dos intercâmbios entre África e Sudeste Asiático, sua introdução acidental nos principais países produtores de borracha natural se torna cada vez mais provável. Considerando-se que 80% da produção mundial de borracha natural está concentrada em 5 paises asiáticos, nos quais a maioria de clones cultivados é altamente sensível ao SALB, as conseqüências de uma introdução hipotética seriam desastrosas, para milhões de pequenos plantadores. Tecnicamente, uma guerra química seria possível; porém esta não seria rentável por conta das grandes quantidades de produto e freqüência dos tratamentos para proteger árvores maiores que 20 m de altura. Com a implantação de uma cultura de seringueira em áreas não-tradicionais de produção (em que, todavia, uma longa estação seca e fria reduz o crescimento e atrasa a sangria das árvores), uma solução foi encontrada.

Desde 1992, o CIRAD, em parceria com a Sociedade Michelin, desenvolve no Brasil um programa de criação e seleção de genótipos resistentes ao SALB. Esta pesquisa é conduzida no âmbito de uma equipe pluridisciplinar que comporta um agrônomo na Plantação Michelin do Mato Grosso (Pem), um fitopatologista na plantação Edouard Michelin da Bahia (Pmb), uma equipe de biologistas moleculares CIRAD, lotados em Montpellier (França) e um epidemiologista CIRAD, lotado na Guiana. Desde 2004, o projeto se abriu para novas colaborações. Um pesquisador CIRAD está lotado na universidade de Santa Cruz (Ilhéus-BA), para estudar os genes envolvidos na interação seringueira-Microcyclus ulei. Uma parceria com a Universidade Estadual de Feira de Santana-BA está em andamento, para identificar os fungo endofíticos antagonistas de Microcyclus ulei (UEFS). Em 2007, será dado início a um projeto de construção de um novo mapa genético para a pesquisa de marcadores associados ao vigor, metabolismo laticífero e adaptação ao frio, na UNICAMP, no laboratório de análise genética e molecular, em colaboração com o CIRAD (projeto Genmap).

Criação e seleção varietal
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A criação e seleção de novos genótipos são organizadas em torno de uma campanha anual de polinização, controlada na plantação E. Michelin do Mato Grosso. A avaliação da resistência ao SALB, crescimento e produção são realizados em três dispositivos experimentais, graças aos quais é possível uma avaliação do material criado recentemente: 1) o Campo de Avaliação de Brotos - CAB; 2) o Campo de Clones em Pequena Escala – CCPE; 3) o Campo de Clones em Grande Escala – CCGE.

Até hoje, 22.600 genótipos foram criados, dentre os quais 13.250 (58%) são plantas produzidas através de cruzamentos entre parentes produtores (resistentes ou sensíveis) e parentes resistentes. Os outros 42% abrangem genótipos cuja resistência dos parentes já foi contornada e genótipos que têm origem em cruzamentos entre parentes produtores mais sensíveis e criados dentro de uma ótica de obtenção de variedades adaptadas a áreas não-tradicionais de produção (áreas de evitação da doença).

O dispositivo abrange 10 ha (2500 árvores/ha) do CAB e 40 ha do CCPE, implantados nas plantações Michelin e destinados à avaliação destas criações. Os genótipos de maior resistência contra o SALB obtidos no Mato Grosso foram transferidos para a plantação Michelin de Bahia e avaliados em condições naturais e controladas de infestação. Sessenta e três genótipos resistentes foram escolhidos e estão sendo avaliados para o CCPE. A partir de 2001, a transferência do dispositivo experimental para a PMB, visando avaliar o material recém-criado no plano agronômico, permitiu não somente de medir a resistência sob forte pressão parasitária, mas também integrar uma avaliação complementar entre CAB e CCPE, no que diz respeito à resistência em condições controladas diante de cepas polivirulentas.

Em 2006, uma nova etapa foi alcançada com a seleção de genótipos adaptados às áreas marginais: 10 genótipos que apresentavam qualidades de crescimento e produção foram selecionados no CCPE e serão observados no CCGE, de forma a apreciar melhor seu valor agronômico de produção de borracha natural.

Visando proteger as obtenções, um documento de orientações para a condução de testes DHS (Distinção, Homogeneidade, Estabilidade), preparado pela Nova Zelândia e nosso grupo de trabalho no Brasil, orientado pelo SNPC, foi submetido a duas revisões durante as reuniões "UPOV technical working party for ornamental plants and forest trees" em 2005 (Seul, Coréia) e 2006 (Fortaleza, Brasil). Vinte-nove características morfológicas da seringueira foram escolhidas envolvendo as folhas, peciólulos, tronco, coroa foliar, látex, fenologia e sementes. Os marcadores isoenzimas desenvolvidos pelo CIRAD para distinguir os genótipos foram incluídos neste documento.

Rede de campos de clones
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No germoplasma da plantação Michelin da Bahia, treze genótipos foram selecionados em função de sua resistência contra o SALB, seu crescimento e sua produção. Este material está em fase de difusão para experimentação, visando avaliar seu valor agronômico em diversos ambientes edáfo-climáticos e parasitários. No Brasil, institutos de pesquisa (EMBRAPA CPAA-Amazônia ocidental, EMBRAPA CPATU-Amazônia oriental, EMBRAPA Acre, IAPAR Londrina) e empresas de estado (EMPAER-Mato Grosso, PESAGRO RIO) e uma universidade (UNESP, Botucatu) manifestaram seu interesse em participar da avaliação varietal (missão MAE, 2006). 

Construção de bancos SSH de DNAc da interação Seringueira-Microcyclus ulei
Dominique Garcia (CIRAD, lotado na UESC), Marc Seguin, Valérie Pujade-Renaud e Vincent Le Guen (CIRAD, Montpellier).

Júlio C. de M. Cascardo, Abelmon da Silva Gesteira, Nicolas Carels, Sizenando Andrade Junior, Leandro Araujo de Souza (UESC).

Bancos subtrativos de DNAc foram construídos na UESC a partir de um genótipo sensível (PB314) e um genótipo de resistência parcial original (MDF180). Este último apresenta, de fato, uma resistência que parece se manter em bom nível há muitos anos em plantação no Brasil e se caracteriza por um desenvolvimento da doença (esporulação), sem aparição da fase sexuada do ciclo de Microcyclus ulei (nenhuma observação de estromatas, ascos e ascósporos). 

Para construir os bancos de DNAc, o RNA total foi extraído a partir de folhas sadias e infectadas em condições controladas por Microcyclus ulei 6, 12, 24, 72 e 96 horas após a inoculação (h.a.i) e a cada 6 dias, em até 58 dias após inoculação (d.a.i). Foram sintetizados DNAc SMARTTM da planta sadia e infectada para o genótipo resistente e o genótipo sensível, a partir dos ARN totais extraídos das amostras de 6 a 72 horas, de 4 a 28 dias e de 34 a 58 dias após inoculação. Foram construídas as bibliotecas subtrativas (motivo infectado contra motivo sadio), conforme protocolo Clontech PCR-select cDNA substraction. Até hoje, 8400 clones EST foram produzidos; dentre eles 6700 foram seqüenciados. Para o genótipo resistente, a comparação in silico das seqüências obtidas para tempos curtos e médios após inoculação indica diferenças qualitativas. Apenas 63 seqüências pertencem a estes dois bancos. Uma comparação in silico das EST obtidas para os dois genótipos está em andamento. Os resultados destas comparações in silico serão validadas por meio de métodos diversos (Reverse Northern, PCR semi-quantitativa ou RT-PCR).

Uma abordagem similar é desenvolvida no CIRAD-Montpellier sobre o genótipo RO38, cujo determinismo genético é condicionado por um gene maior(Lespinasse et al., 2000a ; Le Guen et al., 2003, Le Guen et al., 2006). Uma comparação in silico dos bancos de EST deveria permitir a identificação de genes candidatos em comum (resistência geral) e específicos. Estes genes candidatos poderão ser reposicionados no mapa genético de referência realizado sobre a descendência PB260 X RO38 (Lespinasse et al., 2000b) e em um novo mapa PB260 X MDF180, cuja realização está em andamento no CIRAD-Montpellier. 

Luta biológica: Atividade antimicrobiana de fungos endofíticos oriundos da seringueira
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Diversas cepas de fungos endofíticos, em particular as cepas 198, 139 e 98 isoladas respectivamente dos genótipos de seringueira FX3864 (sensível ao SALB), CDC312 e MDF180 (resistência parcial ao SALB) na Plantação Michelin da Bahia, estão sujeitas a um estudo de Mestrado (Anderson Carlos Silvas Rocha), no laboratório de pesquisa em microbiologia (LAPEM, Prof. Aristóteles Góes Neto). As cepas são cultivadas em meio líquido; seu filtrato é testado para a germinação dos esporos de dois isolados de Microcyclus ulei (PMB26 e PMB28). Graças aos resultados preliminares, é possível identificar 7 cepas, que apresentam uma grande atividade antimicrobiana para PMB26 e PMB28, e 3 cepas, que apresentam uma grande atividade, apenas para PMB26. Este fungos estão sendo identificados, por meio de claves de classificação e através das técnicas moleculares. Testes in planta estão programados para verificar a ação real destes fungos endofíticos sobre o desenvolvimento do SALB.

Construção de um mapa genético "PR255 x PB217" e pesquisa de QTls
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A descendência PR255 x PB217 criada na Plantação Michelin (Mato Grosso) se constitui de 280 genótipos, plantados em abril de 2006, em um dispositivo de tipo CCPE, graças ao qual é possível fazer fenotipagem do crescimento, tolerância ao frio e classificação dos genótipos na tipologia metabólica por diagnóstico látex. Os parentes PR255 e PB217 foram escolhidos em função de seu comportamento distinto no que diz respeito ao metabolismo laticífero e, em particular, da tolerância ao frio do genótipo PR255.

O mapa genético desta descendência e a pesquisa de QTLs serão realizados no laboratório de análise genética e molecular (CBMEG) da Professora Anete Pereira de Souza na UNICAMP, no âmbito de um doutorado (Lívia Moura de Souza). Para a UNICAMP, este projeto constitui uma primeira atividade que visa a incluir a seringueira na lista das espécies abordadas por este laboratório, com o desejo de constituir um grupo inter-instituições de genética da seringueira. O CIRAD, que desenvolve um projeto similar com a Tailândia (projeto Genmap sobre a família RRIM600 X PB217), propõe primeiramente de lotar o doutorando em um estágio em Montpellier, para identificar, no leque de marcadores microsatélites utilizados no projeto Genmap, quais são polimorfos para os genótipos PR255 e PB217, verificando a conformidade da descendência.
















