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INTRODUCAO

A brusone do arroz, causada pelo fungo Pyricularia oryzae, é responsavel por uma perda
estimada de cerca de 30% da produgao mundial de arroz, o que seria suficiente para alimentar 60
milhGes de pessoas (NALLEY et al., 2016). O controle mais eficaz e econémico da doenca é obtido
com o uso de cultivares resistentes (WANG & VALENT, 2017). Entretanto, devido principalmente a
elevada variabilidade genética do patégeno, a resisténcia é superada em cerca de 3 a 5 anos apos
o lancamento de um novo cultivar (CORREA & ZEIGLER, 1995). Marcadores moleculares, ligados a
genes de resisténcia a brusone, tém sido empregados no melhoramento, tornando o processo de
selecdo mais rapido e eficiente (YADAV et al., 2019; SCHEUERMANN & JIA, 2016). Esta técnica
tornou possivel o empilhamento de genes de resisténcia em um mesmo germoplasma, em um
processo conhecido como ‘piramidizagdao’, o que se acredita ser crucial para o aumento da
durabilidade da resisténcia (SERVIN et al.,2004).

O gene Pi5 se caracteriza por ser um gene de resisténcia de efeito maior ou dominante, que
confere amplo espectro de resisténcia a brusone. Somado a isso, é um gene cuja sequéncia de
nucleotideos é conhecida, havendo marcadores moleculares disponiveis para seu uso em
trabalhos de selegdo assistida (JEON et al., 2003). No presente trabalho, realizou-se uma
prospeccdo do banco de germoplasma de arroz da Epagri, a fim de identificar germoplasmas
portadores do gene Pi5, que possam ser utilizados para o desenvolvimento de novas linhagens
com multiplos genes de resisténcia a brusone.

MATERIAL E METODOS

Os DNAs das amostras de arroz do Banco de Germoplasma da Epagri (BAG), extraidos pelo
método Doyle & Doyle (1987), foram analisados por PCR em reagdes multiplex. Foram utilizados
iniciadores especificos para detec¢do do gene Pi5, Pi-5-40N23rF (tgtgaggcaacaatgcctattgeg) e Pi-5-
40N23rR (ctatgagttcactatgtggaggct) (JEON et al., 2003) e para detecgdo do gene RAcl (actina),
RaclF (ctatgttccctggcattgct) e Racl R (gtactcagccttggcaatcc), utilizado como controle de
funcionamento das reagdes. Os iniciadores para o gene RAcl foram desenvolvidos a partir da
sequéncia X15865, depositada no gene bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X15865.1/).
Para cada reacdao de PCR utilizou-se tampdo PCR 1X, 1,2 mM de MgCl,, 0,28 mM de dNTPs, 0,25
MM de cada inciador, 60 ng de DNA, 1 U de Tag DNA polimerase, para um volume final de 20 pL.
Os ciclos de PCR foram realizados em termociclador Veriti (Applied Biosystems), programado para
realizar uma desnaturagdo inicial de 5 minutos a 94 °C, seguida de 30 ciclos de 45 s de
desnaturacdo a 94 9C, 45 s de anelamento a 57 2C e 120 s de extensdo a 72 2C, e uma extensdo
final de 5 minutos a 72 2C. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,2%, e corados com brometo de etideo. A avaliacdo dos resultados foi realizada em
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funcdo da presenca ou auséncia de amplicons especificos. A presenca de um amplicon de 480 pb
indica auséncia do gene Pi5, 700 pb presenca do gene Pi5 e ambos os amplicons indica
heterozigose. A presenca de um amplicon de 260 pb indica a presenca do gene RAcl. Como
controle positivo para a presenca do gene Pi5 foi utilizado o germoplasma IRBL5-M.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados 499 acessos para a presenca do gene de resisténcia a brusone Pi5, dos
quais, 255 acessos, ou seja, 51,1% foram positivos, sendo que sete destes apresentavam-se em
heterozigose. Na Figura 1 é possivel observar os diferentes padrdes de amplificagdo identificados
durante as andlises. Apesar do gene Pi5 ter sido identificado com uma frequéncia alta entre os
germoplasmas analisados, observa-se que entre os principais cultivares de arroz ja empregados ou
em uso no Brasil, a frequéncia é baixa (Tabela 1). Entre os 24 cultivares de arroz desenvolvidos
pela Epagri que foram analisados, somente trés cultivares possuem o gene, sendo que somente o
Epagri 106 e SCS119 Rubi estdo em cultivo e em pequenas dareas. Entretanto, a resisténcia
conferida por esse gene ja foi superada, haja vista que o gene Pi5 esta presente em cultivares de
arroz desenvolvidos pela Epagri, IRGA e Embrapa, empregados em diferentes regides do Brasil,
com algum grau de suscetibilidade a brusone ja descrito. Isso indica que a utilizacdo do gene Pi5
trard avancos na obtencdo de resisténcia a brusone, se empregado de forma combinada com
outros genes de resisténcia. Jiang et al. (2019) demonstraram que a combinagao do gene Pi5 com
genes como Pigm, resultou em um aumento significativo nos niveis de resisténcia a brusone,
comparado as linhagens parentais que empregavam o gene isoladamente. Esse ganho no espectro
de resisténcia a brusone tem sido demonstrado também para diversas outras combinacdes
génicas (MAO et al., 2021; PENG, et al., 2021). Diante disso, trabalhos de prospeccdo de genes de
resisténcia a brusone sdo uma etapa fundamental, para a identificacdo de germoplamas que
contenham genes de interesse, permitindo seu uso de forma combinada, tornando possivel o
desenvolvimento de cultivares com maior espectro de resisténcia a brusone do arroz.

Figura 1. Cultivares de arroz analisados quanto a presenca do gene de resisténcia a brusone Pi5. 1
Empasc 100, 2- Epagri 106, 3- Epagri 108, 4- Epagri 109, 5- SC5116 Satoru, 6- SCS121 CL, 7- SCS122
Miura, 8- SCS124 Sardo, 9- IRGA 422 CL, 10- IRGA 424, 11- IRGA 426, 12- IRGA 428; 13- IRGA 429;
14- BRS Pampa, 15- BRS 7 “Taim”, 16- BRS Catiana, 17- CR 4102; C+: IRBL5-M. A presenca de um
amplicon de 480 pb indica auséncia do gene Pi5, 700 pb presenca do gene Pi5 e ambos os
amplicons indica heterozigose. O amplicon de 260 pb indica a presenca do gene RAc1 (actina).
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Tabela 1. Andlise da presenca do gene de resisténcia a brusone Pi5 nos principais cultivares de
arroz ja cultivados ou em uso no Brasil

Cultivar Pi5  Cultivar Pi5
Empasc 100 + IRGA 421 -
Empasc 101 - IRGA 422 CL +
Empasc 102 - IRGA 424 -
Empasc 103 - IRGA 425 -
Empasc 104 - IRGA 426 -
Empasc 105 - IRGA 427 -
Epagri 106 + IRGA 428 -
Epagri 107 - IRGA 429 -
Epagri 108 - BRS 7 “Taim” -
Epagri 109 - BRS Firmeza +
SCSBRS 111 - BRS Bojuru +
SCS 112 - BRS Pelota -
SCS114 Andosan - BRS Colosso +
SCS115CL - BRS Queréncia -
SCS116 Satoru - BRS Fronteira -
SCS117 CL - BRS Soberana +
SCS118 Marques - BRS Aroma +
SCS119 Rubi + BRS Aimoré +
$CS120 Onix - BRSMG Predileta -
SCS121 CL - BRSMG Curinga +
SCS122 Miura - BRSMG Seleta -
SCS123 Pérola - BRSMG Relampago +
SCS124 Sardo - BRSMG Caravera +
SCSBRS Piracema - BRS Jagana -
IRGA 408 - BRS Pampa -
BR/IRGA 410 - BRS Formoso -
BR/IRGA 412 - BRS Alvorada -
BR/IRGA 414 - BRS Tropical -
BR/IRGA 415 - BRS Atalanta -
IRGA 416 - BRS Primavera -
IRGA 417 +/- BRS Catiana -
IRGA 418 - Puita Inta CL -
IRGA 419 -

+: Presencga do gene Pi5; -: auséncia do gene; +/-: gene em heterozigose.
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CONCLUSAO

O gene Pi5 apresenta uma alta frequéncia entre os germoplasmas analisados, porém sua
frequéncia é baixa entre os principais cultivares de arroz ja empregados ou em uso no Brasil.
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