MARCADORES QUIMICOS E MOLECULARES
APLICADOS AO ESTUDO DE DIVERSIDADE DE Pyricularia grisea

Maycon Eduardo Nicoletti”, Cristiane Maria da Silva®, Gustavo Emygdio Halfen®
Fernando Adami Tcacenco, Francisco Carlos Deschamps™. 'Bidlogo Bacharel, bolsista
do CNPq, Laboratério de Biotecnologia Vegetal, Epagri — Estagdo Experimental de ltajai,
C.P. 277, 88301-970 ltajai, SC, e-mail: maycon_bio@hotmail.com. *Mestranda em RGV da
UFSC. 3Graduando em Ciéncias Biolégicas, Universidade do Vale do ltajai (Univali),

Bolsista do CNPq. “Pesquisador, Estagdo Experimental de ltajai, Epagri.

A brusone, causada pelo fungo Pyricularia grisea (Cooke) Sacc., é considerada a
principal doenga da cultura do arroz (Oriza sativa). Esse fungo apresenta alta variabilidade
genética, resultando em mais de 256 ragas fisiologicas. As causas da diversidade de P.
grisea nao sao muito bem entendidas, acreditando-se que estejam associadas a mutagoes,
delegOes e trocas genéticas entre cepas, e a inser¢do de elementos transponiveis (Kistler &
Miao, 1992). De maneira convencional, o estudo de variabilidade de P. grisea é realizado
através da avaliagéo da viruléncia de isolados, inoculados em varios genétipos de arroz,
com diferentes genes de resisténcia a brusone. Mais recentemente, com o emprego de
marcadores moleculares, foi possivel melhorar o agrupamento dos isolados. A rep-PCR é a
técnica mais recentemente utilizada nos estudos populacionais e se baseia na identificagao
de polimorfismo pela amplificacdo das seqliéncias entre as cépias do elemento repetitivo
Pot-2 distribuidas ao longo do genoma.

Além da sequéncia nucleotidica, os produtos de sua transcricdo e da atividade
celular, tais como proteinas e especialmente lipideos, apresentam potencial para serem
usados como marcadores na caracterizagao de ragas de fungos. Os acidos graxos (AGs)
sdo marcadores taxonémicos Uteis e ja foram utilizados na classificagéo de varios grupos
de microrganismos (KRIEGER et al., 2003).

A partir destes conhecimentos, objetivou-se, com esse trabalho, comparar os
agrupamentos formados através da analise por marcador molecular (rep-PCR) e de perfil
de 4cidos graxos.

Foram utilizados 20 isolados de P. grisea pertencentes a raga IG-1 originados da
cultivar Epagri 107. Para a extragdo dos lipidios, a biomassa fungica foi processada
conforme protocolo adotado por Krieger et al. (2003) e a andlise dos ésteres metilicos foi
realizada em cromatoégrafo a gas. A avaliagdo dos dados quantitativos foi realizada através
de andlise de conglomerados, considerando o quadrado da distancia Euclidiana.

Para a obtengao das amostras de DNA, foram coletados fragmentos de papel-filtro
com sobreposicdo de micélio provenientes de cepas de P. grisea em meio BDA, conforme
metodologia proposta por Scoz et al (2006), sendo a extracdo do DNA baseada no
protocolo descrito por Scott et al. (1993). A quantificagdo e a qualificagdo do DNA foram
feitas através de fluordmetro e corrida eletroforética por 90 min. em géis de agarose 0,8%
corados com SYBR® Safe (Invitrogen). O DNA gendmico dos isolados de P. grisea foi
submetido a técnica de rep-PCR em reagdes de 25uL, nas condi¢des descritas por George
et al (1998). Os fragmentos foram submetidos a corrida eletroforética em géis de agarose
0,9% por 150 min. e corados com SYBR® Safe. Para estimativa do tamanho dos
fragmentos, foi utilizado o marcador 1 kb Plus (Invitrogen®). Os dados foram convertidos
em presenga/auséncia de bandas em uma matriz de similaridade e a analise foi realizada
através do coeficiente de Jaccard pelo método UPGMA em NT-SYSpc.

Foi observado que os acidos graxos palmitico, estedrico, oléico e o linoléico
estavam presentes em todos os acessos de P. grisea avaliados (Tabela 1). Este perfil, que
em principio pode ser considerado relativamente simples, ja foi relatado em outros estudos
(Silva et al., 1998; Pupin et al., 2000; Krieger, 2003).

Através da andlise de agrupamento foi possivel observar a formacéo de trés grupos
(Figura 1): grupo |, com nove individuos; grupo Il, com trés individuos; e grupo lll, com oito



individuos, sendo o &cido linoléico de maior concentragdo em todos os grupos. Os grupos |
e Il apresentaram maior semelhanga quanto a concentragdo de acidos graxos. O grupo Il
destaca-se por apresentar a maior concentragdo dos acidos palmitico, estearico e oléico,
dentre 0s grupos.

A andlise molecular via rep-PCR resultou na amplificagao de 13 bandas, com peso
molecular variando entre 1.200 e 7.000 pares de bases (pb); destas, somente a banda de
1350pb foi polimérfica (Figura 2). O dendrograma formado através do coeficiente de
Jaccard (dados ndao mostrados) agrupou os 20 isolados em apenas dois grupos (grupos A
e B, em destaque na Figura 1), sendo o primeiro com 16 individuos e o segundo com
quatro individuos. Ambos os grupos apresentaram 77,5% de similaridade entre si,
indicando a baixa variabilidade genética entre os isolados testados. Este resultado é
consequéncia de origem dos isolados, provenientes da mesma cultivar de arroz e
pertencentes @ mesma raga fisiolégica segundo testes de viruléncia realizados através do
método convencional.

Os 20 isolados agruparam-se diferentemente quando os perfis de acidos graxos e
de rep-PCR sdo comparados, distribuindo-se de forma aleatéria no dendrograma. Na
analise do perfil de acidos graxos, verifica-se maior diferenga entre os isolados quando
comparada ao método molecular. Por exemplo, os isolados 4, 9, 10 e 18, em destaque na
Figura 1, formam um conglomerado distinto (grupo B), com 100% de similaridade entre os
individuos, quando analisados através de rep-PCR, porém os mesmos individuos
distribuem-se entre os grupos | e Ill do perfil de acidos graxos.

Pelos resultados obtidos neste trabalho, constata-se que nao ha similaridade entre
os métodos de analise. Sendo assim, eles devem ser considerados como métodos distintos
e independentes, devendo ser analisados isoladamente, caso sejam adotados como
método de diferenciagao de cepas de P. grisea.
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Tabela 1. Composigao de acidos graxos nos trés grupos de isolados de Pyricularia grisea
formados através da andlise de agrupamento. Itajai, SC, 2007.

Palmitico Estearico Oléico Linoléico Linolénico
Grupos
%
| 19,6 4.1 11,0 48,3 17,1
1] 23,2 5,3 13,9 452 12,4
1 19,4 3,6 12,4 427 21,9
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Figura 1. Comparacdo de 20 isolados de Pyricularia grisea através de agrupamentos
derivados da analise do perfil de acidos graxos (grupos |, Il e 1ll) e de rep-PCR (Grupos A e
B). As setas indicam os isolados pertencentes ao grupo B formado a partir de rep-PCR,
com 100% de homologia entre os individuos, e que se distinguiram através do perfil de
acidos graxos, distribuindo-se em grupos diferentes. Itajai, SC, 2007.
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Figura 2. Produtos de amplificacdo de rep-PCR derivados de diferentes isolados de
Pyricularia grisea. Os fragmentos foram submetidos a corrida eletroforética em géis de
agarose 0,9% por 150 min e corados com SYBR® Safe (Invitrogen). M = marcador de peso
molecular de 1Kb Plus Invitrogen®. Itajai, SC, 2007.
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