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A utilizacdo de cultivares resistentes tem sido a principal recomendacdo de manejo
da brusone no Estado, sendo que a obtencdo de gendtipos com essas caracteristicas € um
dos principais objetivos do Programa de Melhoramento de Arroz Irrigado do IRGA (PMAI).
No entanto, a maior dificuldade para a aplicacdo dessa estratégia de controle tem sido a
“quebra” ou “perda” da resisténcia das cultivares, o que ocorre normalmente 3 a 4 anos apos
seu lancamento (CORREA-VICTORIA & ZEIGLER, 1993). De acordo com ZEIGLER et al. (1994),
a principal causa para que 0s genotipos passem a se tornar suscetiveis é a variabilidade do
fungo. Com isso, os programas de melhoramento tem procurado obter genétipos que sejam
resistentes a todos os variantes predominantes no local a que se destinam as novas
cultivares.

A classificacdo do fungo em racas, as quais sdo determinadas de acordo com a
reacdo a doenca de um grupo de cultivares, tem sido a forma mais utilizada para estudar e
compreender toda a diversidade do patégeno (OU, 1985). De outra forma, técnicas
moleculares também tem sido utilizadas para verificar e entender a variabilidade existente
na populacao do fungo (CORREA-VICTORIA & ZEIGLER, 1993). Com 0 uso dessas técnicas foi
possivel caracterizar a populacdo de P. grisea na Colémbia, nos Estados Unidos e nas
Filipinas (CHEN et al., 1995; CORREA-VICTORIA & ZEIGLER, 1993; LEVY et al., 1991). Os
marcadores moleculares tem tornado possivel simplificar a variabilidade patogénica do
fungo de uma determinada regido em um numero de variantes ou tipos menor do que o de
ragas.

Assim, foi realizado um conjunto de procedimentos em laboratério e em casa-de-
vegetagdo com os objetivos de verificar (1) a variabilidade genética de isolados de P. grisea
obtidos no Rio Grande do Sul e (2) o seu espectro de viruléncia em genétipos de arroz com
diferentes genes de resisténcia.

Os isolados monospdéricos de P. grisea foram obtidos de plantas de arroz coletadas
de lavouras do interior do Rio Grande do Sul e de parcelas experimentais que foram
instaladas em 10 regibes arrozeiras do Estado nas safras agricolas de 1999/2000 e
2000/01, onde se plantou 28 gendtipos distintos. Do micélio dos isolados de P. grisea,
crescido em meio liquido enriquecido, extraiu-se o DNA gendmico para ser utilizado em
reacdoes de PCR com iniciadores baseados nas seqiiéncia dos elementos repetitivos Pot2
(KACHROO et al., 1994). Utilizou-se o programa estatistico NTSYS para construcdo das
matrizes de similaridade e dos dendrogramas, os quais foram feitos pelo coeficiente de
Jaccard e pelo método UPGMA, respectivamente (SNEATH & SOKAL, 1973).

A determinacdo do espectro de viruléncia dos isolados de P. grisea foi realizada
através da inoculagdo em plantas das cultivares diferenciadoras de patotipos Caloro, Dular,
Kanto 51, NP 125, Raminad STR 3, Shao Tiao Tsao, Usen e Zenith, e nas linhagens
isogénicas (NILs, “near isogenic lines”) C104 LAC, C101 A51, C101 PKT, C104 PKT, C105
TTP e IR 1529. As cultivares Fanny e Oryzica Llanos 5 também foram utilizadas no
experimento como controles da eficiéncia das inoculagdes. De cada isolado monosparico, foi
utilizado 30 ml de suspens&o com 1,8 x 10° conidios/ml para ser inoculado nas plantas. De
cada genotipo e para cada isolado, 20 plantas, com 4 a 5 folhas, acondicionadas em camara
Umida, foram submetidas a inoculacdo. As plantas permaneceram em camara Uumida por 24
h, a 25 °C, e depois, por 14 dias, em casa-de-vegetacdo, a 28 °C, até serem avaliadas de
acordo com escala descrita por LEVY et al. (1993).

Duzentos e cinquenta e seis amostras de plantas, oriundas de 26 municipios
gauchos produtores de arroz, foram submetidas aos procedimentos para o isolamento do
fungo. De 319 isolados obtidos, 167 foram utilizados nos procedimentos para caracterizacao
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molecular da populagdo de P. grisea do Rio Grande do Sul atravées de rep-PCR. Identificou-
se a existéncia de polimorfismo entre os perfis de amplificagcdo de DNA obtidos, que foi
confirmado através da formagdo de pelo menos 5 grupos distintos no dendrograma
construido (dados ndo mostrados). Apés, selecionou-se, ao acaso, 20 isolados que foram
submetidos a andlise hierdrquica e aos procedimentos de inoculacdo nas cultivares
diferenciadoras e nas linhagens isogénicas (Figura 1 e Tabela 1). Os resultados obtidos
indicam a ocorréncia de dois grupos, sendo que os isolados de cada um desses grupos
apresentaram caracteristicas moleculares e de viruléncia bastante homogéneas entre si. Um
grupo foi formado pelos isolados 11, 15, 16, 20, 18 e 17, e o outro, pelos isolados 5, 8, 10, 6
e 9. Os demais isolados provavelmente pertencem a, no minimo, trés outros grupos, que,
para serem melhor estabelecidos e definidos, sera necessario que mais isolados do fungo,
ja submetidos aos procedimentos de caracterizagdo molecular, tenham sua caracterizacao
fenotipica determinada. Deve-se considerar, também, que, embora as reacfes dos dois
conjuntos de gendtipos tenham fornecido informacgdes importantes sobre o espectro de
viruléncia dos isolados, as reac¢des das linhagens isogénicas foi mais esclarecedora do que
das cultivares diferenciadoras.

Apesar do numero de reacdes de incompatibilidade das cultivares Dular, Kanto 51 e
NP 125, dentre as 20 possiveis, ter sido de 10, 8 e 9, respectivamente, verificou-se que a
maioria, em cada uma das cultivares diferenciadoras, foi de compatibilidade. Tal situacéo
demonstra a baixa eficiéncia dos genes de resisténcia ocorrentes nesses genotipos para
promoverem reagfes de incompatibilidade aos isolados testados e, possivelmente, a
populagéo de P. grisea do Rio Grande do Sul. Pela dificuldade de obtencdo de sementes,
ndo foi possivel submeter as linhagens isogénicas C104 LAC e IR 1529 a inoculagbes com
todos os isolados. A importancia desses dois genétipos se deve aos genes de resisténcia
gue possuem, Pi-1(t) e Pi-11, respectivamente, os quais tem sido mencionados como eficientes
para promover o controle da brusone causada por isolados do fungo de varios regides
orizicolas do mundo (ZEIGLER et al., 1994; ZEIGLER et al., 1995). Entretanto, nas inoculacées
feitas nas duas linhagens isogénicas mencionadas acima, a maior parte das reacdes foi de
incompatibilidade. Além disso, na linhagem C101 A51, que possui 0 gene Pi-2(t), também
relatado como muito eficaz para promover reacdes de incompatibilidade, a proporcdo de
reacGes de compatibilidade foi baixa. As informacdes obtidas sdo Uteis para que se possa
fazer, nos gendtipos gerados pelo PMAI, combinagfes de genes de resisténcia que sejam
eficientes para promover o controle da doenca causada por todos os variantes ocorrentes no
Estado. No entanto, deve-se ressaltar que esses variantes devem ser bem caracterizados e
identificados, procurando-se, principalmente, associar padrdes obtidos com o uso de
marcadores moleculares com as reacdes de linhagens isogénicas a isolados monosporicos.
Considera-se, também, importante que a populacao do fungo seja constantemente avaliada
para verificar a possivel ocorréncia de novos tipos ou variantes. Além disso, 0 uso de
marcadores moleculares no PMAI permitird que se faca sele¢éo assistida de genétipos que
apresentem 0s genes de resisténcia realmente associados a um possivel controle da
doenca na cultura do arroz no Rio Grande do Sul.
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Figura 1 - Dendrograma baseado no perfil de amplificacdo do DNA de 20 isolados de
Pyricularia grisea através de rep-PCR utilizando os iniciadores Pot2.
IRGA/EEA, Cachoeirinha, 2000-2001.
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Tabela 1 - Reacdo a brusone de genétipos de arroz submetidos a inoculagdo com isolados
de Pyricularia grisea. IRGA/EEA, Cachoeirinha, 2000-2001.

Genotipos  Genes de Isolados

resisténcia 3

7 2 11 15 16 20 18 17 14 4 5 8 10 6 9 1 12 13 19
Cultivares

Caloro Pi-k° 4+ o+ o+ o+ + o+ A+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ A+ o+ o+
Dular Pi-k? T T o S SR S
Kanto 51 Pi-k -+ - - - - -+ -+ -+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4
NP 125 -+ - 4+ - - 4+ + -+ -+ - -+ -+ o+ o+ 4
Raminad STR 3 + + + + + + + + + + + 4+ + 4+ + + + + + o+
Shao Tiao Tsao Pi-k® + + + + + + + + + + + 4+ - - + + + + + +
Usen Pi-a + + + + + + o+ 4+ o+ 4+ 4+ -+ -+ -+ -+ o+
Zenith Pi-a, Pi-z,PI-1 + + + + + + + + 4+ + + + 4+ + + + + + + 4+
Linhagens
C104 LAC Pi-1(t) - - - - - - - -+ - + o+ o+ o+
C101 A51 Pi-2(t) T R & R L S
C101 PKT Pi-4%(t) + o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - - - oo+ o+ -+
C104 PKT Pi-3(t) -+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ - - - - - - -+ o+ -
C105TTP Pi-4°(t) -+ + + 4+ + 4+ o+ o+ o+ o+ - - - - - -+ o+ -
IR 1529 Pi-11 + S . -+ - -
Controle
Fanny + + + + 4+ 4+ + + + + o+ 4+ + 4+

Oryzica Llanos 5 -

* + e — significam reacfes de compatibilidade e incompatibilidade, respectivamente.
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