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INTRODUCAO

O arroz é considerado a fonte de 20% de calorias e 13% das proteinas
consumidas no mundo segundo a FAO (2004). No Brasil, o arroz é plantado em
varzeas com irrigacdo, em condi¢des de clima temperado e tropical, e em terras
altas sem irrigacédo. A produtividade, em todos os sistemas de plantio vem sendo
afetada pela ocorréncia de doencas, especialmente a brusone, causada pelo
fungo Magnaporthe oryzae.

Relatada em todas as &reas produtoras de arroz do mundo, os danos
na producdo podem chegar a 100%, dependendo da resisténcia genética da
cultivar utilizada, da época de plantio e das condi¢des climaticas (PRABHU et al.,
2002). Portanto, a resisténcia genética a brusone nas cultivares geneticamente
melhoradas é considerada a estratégia mais econdmica para minimizar as perdas,
além de ser ecologicamente correta. Contudo, cultivares geneticamente
melhoradas para resisténcia a brusone, aos serem disponibilizadas e plantadas
em larga escala apresentam resisténcia ndo estavel, afetando o potencial
produtivo das mesmas.

No bindmio M. oryzae — O. sativa, a interacdo entre o patétipo e a
cultivar de arroz é explicada pela teoria gene a gene (Flor, 1971; Silue et. al.,
1992). De acordo com essa teoria, a resisténcia € o resultado de uma interacéo
incompativel entre o gene de aviruléncia do patdgeno e gene de resisténcia do
hospedeiro. A dindmica da evolucéo das populacdes de M. oryzae em resposta a
diferentes gendtipos de arroz torna o melhoramento para a resisténcia mais
complexo, pois a variabilidade acentuada das populacdes de M. grisea permite o
aumento da frequéncia de um determinado patétipo, o qual antes era
inexpressivo. A caracterizagdo molecular da estrutura da populacéo de M. oryzae
em lavouras de arroz, juntamente com a analise de viruléncia fenotipica, permite

detectar mudancas na frequéncia dos genes ligados a patogenicidade.
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Marcadores moleculares para estudos destas populagbes devem permitir o
monitoramento da variabilidade patogénica, direcionando assim a selecdo de
possiveis genes de resisténcia para serem incorporados as cultivares adaptadas.
Assim, para que a resisténcia de uma cultivar seja duravel, essa deve conter
genes de resisténcia efetivos aos patétipos mais frequentes que compdem a
populacdo e também aos patotipos até entdo presentes em uma frequéncia muito
pequena. Para que este resultado seja alcancado, é necessario 0 conhecimento
da sua dinamica, da composicdo genotipica e fenotipica da populacdo do
patdégeno.

O langamento sequencial de cultivares com diferentes genes de
resisténcia é uma estratégia interessante para o manejo da brusone em arroz de
terras altas (Prabhu et. al., 1999). Entretanto, ndo ha uma rede de informacdes
continuas quanto a dindmica de patotipos, dentro de populagbes, em cada regiao
produtora de arroz, justificando estudos de caracterizagcado genética da populacéo

do patégeno.

MATERIAL E METODOS

Para determinacdo dos patétipos de M. oryzae, foram obtidos
individuos monosporicos a partir de lesdes esporulativas nas folhas e
ramificacbes das paniculas, das amostras de plantas de arroz dos estados de
Goias, Tocantins e Mato Grosso do Sul. A inducdo da formacéo dos conidios foi
feita em camara umida, em placa de Petri, durante 24 horas sob luz continua.
Com o auxilio de microscépio estereoscopio e alca de platina, os conidios foram
transferidos diretamente das lesdes para placas de Petri contendo meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA) com antibiético. Os isolados monospéricos crescidos
foram multiplicados em meio BDA para que um disco de micélio fosse transferido
para o centro de uma placa a Petri, contendo meio BDA e uma folha de papel filtro
esterilizado. Depois do micélio crescido, o papel filtro foi transferido para uma
placa de Petri esterilizada e submetido a secagem em estufa a 28 — 30°C. O papel
filtro contendo o fungo foi entdo cortado em quadrados de 1 cm e colocados em

microtubos contendo silica gel indicadora de umidade a — 5°C.



A inoculacéo por pulverizacéo foi realizada aos 21 dias apds o plantio
com uma suspens&o conidial (3x10° esporos/ml) obtida dos isolados monospérico
de M. oryzae até que plantas ficassem totalmente cobertas por goticulas da
solucéo de inéculo, evitando o ponto de escorrimento (FILIPPI et al., 2007).

Nove dias ap6s a inoculacdo, a reacdo das plantas a brusone foi
avaliada nas folhas, utilizando uma escala visual de notas de 0 a 9, baseando-se
no tipo de reacdo. Os tipos de reacfes variando de 0 a 3 foram consideradas
como resistentes ou incompativeis e de 4 a 9 como suscetiveis ou compativeis
(INTERNATIONAL RICE RESEARCH INSTITUTE, 1988). ApOs determinacgdo das
notas os patétipos foram identificados com base nas reacdes das oito
diferenciadoras internacionais, utilizando a chave proposta por Ling & Ou (1969).

Para a caracterizacdo genotipica dos isolados de M. oryzae, o micélio
dos isolados foram colocados em meio liquido contendo extrato de levedura para
crescimento, secados, liofilizados e macerados para extracdo de DNA. Foram
selecionados 16 isolados e realizada reagéo de rep PCR utilizando os primers Pot
2.1 e Pot 2.2 e o produto da reacdo foi submetida a eletroforese em gel de
agarose a 0,5 %. O padrao eletroforético foi transformado em matriz numérica e
submetido a analise pelo programa Ntsys 2.1 para constru¢do do dendograma. O
DNA extraido dos isolados monospéricos foram submetidos a reacdo de PCR
utilizando-se marcadores moleculares microssatélites e a eletroforese realizada

em gel de Poliacrilamida, estes estudos estdo em andamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes de patogenicidade realizados demonstraram que existe
variabilidade genética dos isolados monospdricos obtidos. Para o estado de Goias
0S grupos de patotipos predominantes foram IC, IF e IB, para o Tocantins os
grupos de patotipos mais expressivos foram ID e IB enquanto que no Mato
Grosso de Sul IB e ID. Em trabalho realizado por Silva et. al. (2007) utilizando
isolados obtidos em cinco municipios do Estado de Goias, em dois anos
consecutivos, de oito lavouras comerciais das cultivares BRS Bonanca e
Primavera, 22 patétipos foram identificados, dos 170 isolados coletados da cv

Primavera havendo predominancia dos patétipos IF-1, ID-9 e IC-9. Enquanto nos



testes conduzidos com 136 isolados provenientes das lavouras de BRS Bonanga
19 patétipos foram detectados e os mais frequentes foram I1B-41 e IB-9. Os
resultados obtidos até o momento no presente trabalho indicam que houve
mudanca na frequéncia de patotipos no estado de Goias.

Os 16 isolados isolados selecionados para a reacao de rep PCR
utilizando os primers Pot 2.1 e Pot 2.2 demonstraram que dois isolados, Py 365
L1 4.1 e Py 365 L1 4.2, oriundos de uma mesma colonia formadora de setor,
apesar de demonstrarem padrbes fenotipicos de viruléncia distintos,
classificando-se nos patotipos IB e IG; quando amplificados, apresentaram de
bandas iguais, demonstrando 100% de similaridade, conforme o coeficiente de
similaridade de Jaccard. A analise de isolados de M. oryzae, coletados na cultivar
Metica-1, utilizando Rep-PCR com dois primers (Pot-2) revelou a ocorréncia de
seis grupos de linhagens, as quais ndo mostraram uma relagdo entre a viruléncia
dos isolados e o agrupamento genético (FILIPPI et al., 2002). Estes resultados
indicam que a variabilidade destas populacdes, no que diz respeito a
patogenicidade, ndo é devidamente monitorada ao se adotar os marcadores até
entdo disponiveis.

Os marcadores microssatélites utilizados, foram capazes de identificar
diferencas entre os isolados Py 365 L1 4.1 e Py 365 L1 4.2.

BRONDANI et al. (1998) e GARRIDO (2001) desenvolveram
marcadores moleculares baseados na amplificacdo de regibes microssatélites de
M. oryzae do arroz. De acordo com os autores, o polimorfismo gerado pelos
marcadores microssatélites foi mais elucidativo do que os que foram baseados
nas seqiéncias MGR-586 e Pot-2. Nesse sentido, outros autores também tém
relacionado os marcadores microssatélites como uma alternativa bastante
eficiente para caracterizar os variantes de M. oryzae. KAYE et al. (2003)
conseguiram, inclusive, identificar marcadores microssatélites que foram capazes
de integrar um mapa genético de ligacdo elaborado a partir de uma progénie

segregante, oriunda do cruzamento de isolados de M. grisea obtidos do arroz.

CONCLUSOES

» Foi possivel observar a variabilidade de M. oryzae dos isolados testados;



*+ Osisolados Py 365 L1 4.1 e Py 365 L1 4.2, oriundos desta variabilidade
foram pertencentes a patotipos diferentes e a mesma linhagem genética,

+ Os marcadores Pot 2.1 e Pot 2.2 ndo identificaram a variabilidade entre os
isolados Py 365 L1 4.1 e Py 365L14.2

* Os marcadores microssatélites foram capazes de identificar variabilidade
entre os isolados Py 365 L1 4.1 e Py 365 L1 4.2 indicando que pode haver

relacdo entre a viruléncia e os marcadores utilizados.
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