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ESTRUTURA POPULACIONAL E PARAMETROS
EPIDEMIOLOGICOS DE ISOLADOS DE
Magnaporthe grisea (Barr)



RESUMO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos principais cereais cultivados no Brasil,
desempenhando um papel social e econdmico de grande importincia para as mais diversas
regides do pais. Esse cereal é conduzido no Brasil sob dois principais sistemas de cultivo, o
irrigado, tipicamente utilizado nos estados da regido Sul do pais e o de sequeiro, tradicional na
abertura de novas 4reas e nas regides Centro, Norte e Nordeste do Brasil. Para cada sistema de
cultivo sdo utilizados grupos de cultivares adaptadas a condicdes especificas, principalmente
quanto ao fornecimento de dgua. (sem pardgrafo) A brusone, causada pelo fungo Pyricularia
grisea (Cooke) Sacc. cuja fase teleomdrfica corresponde a Magnaporthe grisea (Barr), € um dos
principais fatores limitantes para a cultura do arroz no Brasil e no mundo. O controle ¢é feito,
principalmente, pelo uso de cultivares resistentes e fungidas. No entanto, o controle quimico
através de fungicidas especificos, além de elevar o custo de producdo do cereal, causa varios

danos ao meio ambiente, e deve ser utilizado integrado a outras técnicas de manejo.

Programas de melhoramento genético de arroz s@o conduzidos no pais por diferentes
institui¢des, gerando, a cada ano, novas cultivares de arroz com resisténcia vertical a brusone. A
estreita base genética dos programas de melhoramento tem contribuido para a quebra de
resisténcia das novas cultivares lancadas por estes programas em apenas 1 ou 2 anos apds o
lancamento, especialmente no Estado do Tocantins. Quebras de resisténcia em periodo tao curto
apontam para a necessidade busca de fontes de resisténcia durdveis a brusone, especialmente

nas regioes tropicais de cultivo de arroz, onde a variabilidade genética do patégeno € alta.

Para tanto, é de suma importancia o conhecimento sobre as populagdes do patdgeno e de
suas interacdes com as plantas hospedeiras. O conhecimento mais aprofundado das
caracteristicas das populagdes de Magnaporthe grisea da regido Centro-Norte do Brasil €
condi¢do fundamental na orientagdo dos programas de melhoramento do hospedeiro. O
patossistema arroz/brusone é estudado hd muito tempo em vdrias partes do mundo. Porém, no
Brasil ainda foi pouco explorado, havendo necessidade de pesquisas em regides com alto
potencial produtivo, como os Estados do Pard, Ronddnia, Acre, Tocantins e Maranhao,

especialmente em virtude da expansdo da fronteira agricola do arroz de sequeiro.

Objetivou-se, a partir do presente trabalho, identificar a estabilidade da cultivar Oryzica

Llanos 5 (modelo de cultivar com resisténcia durdvel, oriunda da Coldmbia) quando inoculada



com isolados de M. grisea coletados na regido Centro-Norte do Brasil, mediante avaliacdes de
parametros epidemiolégicos como periodo de incubacio, laténcia, severidade e agressividade da
doenca. Além disso, objetivou-se detectar, a partir de estudos moleculares, a variabilidade

genética e a estrutura populacional de isolados coletados no Tocantins, Goids e Para.

No capitulo 1 desta dissertacdo descreve-se a ocorréncia de isolados de M. grisea,
coletados nos estados do Centro-Norte do Brasil, capazes de quebrar a resisténcia genética na
cultivar Oryzica Llanos 5, padrao de resisténcia a doenga, e examinam-se possiveis interagdes
entre a viruléncia a esta cultivar e alguns pardmetros monociclicos das epidemias de brusone.
Para tanto, foram avaliados 35 isolados monospdricos de M. grisea obtidos nos municipios de
Lagoa da Confusao, Dueré, Formoso do Araguaia (Tocantins), Luiz Alves do Araguaia (Goids)
e Paragominas (Pard). Objetivando-se a quantificacdo do desenvolvimento micelial dos isolados
in vitro, calculou-se, a cada 3 dias, a area da coldnia, a partir da qual obteve-se a area sob a
curva de crescimento micelial (ASCCM) para cada um dos isolados. Os parametros
epidemioldgicos (periodo de incubagdo, periodo de laténcia, severidade da doenca e drea sob a
curva de progresso da doenca — ASCPD), foram determinados em casa de vegetacdo, para todos
os 35 isolados em trés variedades de arroz (Caloro e Fanny — suscetiveis; Oryzica Llanos 5 —
resistente). As plantas foram avaliadas a cada trés dias através de andlise visual baseada em uma
escala de notas de sete classes (0, 1, 3, 4, 5, 7 e 9). No estudo in vitro, houve diferenca
significativa (p<0,05) da ASCCM entre os isolados, independente do local de coleta. Nos
experimentos de casa de vegetacdo, o periodo de incubacdo nas cultivares suscetiveis variou
entre 1,00 dia (isolado F-2) e 5,75 dias (isolado LA-2) em ‘Caloro’; e entre 1,00 dia (isolado F-
2) e 6,25 dias (isolado LA-2) em ‘Fanny’. Quando os isolados monospdricos foram inoculados
na cultivar resistente Oryzica Llanos 5, observou-se que 34% dos isolados estudados
apresentaram quebra de resisténcia (F-1, F-2, F-5, F-9, F-10, LC-1, LC-2, LC4, D-2, P-2 e P-
6). Os isolados que quebraram resisténcia apresentaram os menores periodos de incubagado (ex.
isolado D-1, 2,0 dias), enquanto que os isolados que ndo quebraram resisténcia apresentaram os
maiores periodos de incubagio (ex. isolado LA-2, 6,25 dias). Isolados que quebraram resisténcia
apresentaram também o menor periodo de laténcia. Observou-se forte correlagdo positiva entre
a severidade da doenca aos 6, 9 e 12 DAI e a ASCPD, e uma significativa correlagdo negativa
entre periodo de incubacio ou de laténcia e a ASCPD. As ASCPDs nas cultivares suscetiveis
foram maiores que no padrio de resisténcia. E importante ressaltar a quebra de resisténcia

genética da cultivar Oryzica Llanos 5, até o momento considerada como padrdo de resisténcia,



por isolados de M. grisea coletados no Centro-Norte do Brasil. O resultado desses estudos

demonstra claramente a alta diversidade genética do patégeno nesta regido.

No capitulo 2, objetivou-se identificar a diversidade genética e a estrutura de populacdo
de isolados monospdricos coletados em lavouras comerciais de arroz nos Estados de Tocantins,
Goids e Pard. Para tanto, conduziram-se ensaios na Embrapa-CENARGEN, onde foram
avaliados 140 isolados monospéricos de M. grisea obtidos nos municipios de Lagoa da
Confusdo, Dueré e Formoso do Araguaia (Tocantins), Luiz Alves do Araguaia (Goids) e
Paragominas (Pard). Neste estudo, 34 marcadores microssatélites marcados com fluorocromo
foram utilizados para a genotipagem automatica em sequenciador de DNA. Quatorze
marcadores microssatélites mostraram-se altamente eficientes para estimar a diversidade
genética e detectar estruturacdo em populacdo de isolados monospdricos de M. grisea. Alguns
deles apresentaram um contetido informativo elevado, facilitando a genotipagem em escala e
propiciando alta eficiéncia na andlise de polimorfismo de DNA. A média do nimero de alelos
por loco foi 6,35, variando de 2 alelos para os marcadores ms 109 - 110, ms 115 - 116, ms 61 -
62 a 16 alelos para o marcador PG 27. Os indices de diversidade genética (DG), contetido
polimérfico informativo (PIC) e probabilidade de identidade (PI), confirmaram a eficiéncia
destes marcadores. A populacdo de isolados de M. grisea do Centro Norte do Brasil apresentou
substruturacdo em trés sub-populacdes (K=3). Os isolados de Goids (Luiz Alves) em sua
maioria foram observados no Grupo 1, os isolados de Tocantins (Formoso, Dueré e Lagoa da
Confusdo) em sua maioria foram observados no Grupo 2 e os isolados do Pard (Paragominas)
foram observados no Grupo 3. Os isolados do Pard sdo os mais distantes geneticamente em
relacdo aos isolados de Goids e Tocantins. A alta diversidade genética observada na
metapopulacdo de M. grisea do Centro-Norte brasileiro, assim como a evidéncia de
estruturagdo, sugerem a necessidade de monitoramento especifico e emprego de estratégias

adequadas pelos programas de melhoramento genético para as sub-populacdes detectadas.



GENERAL ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L.) is one of the main cereals cultivated in Brazil, carrying an
important social and economical role in several geographical regions. Rice is cultivated in
Brazil in two main cropping systems, irrigated, typical of the Southern region and dry land
(‘sequeiro’), tradicionally used for opening new areas in the Center, Northern and Northeastern
parts of Brazil. For each cultivation system, a group of cultivars, especially adapted to each
condition, are used. Rice blast, caused by the fungus Pyricularia grisea (Cooke) Sacc.
teleomorph Magnaporthe grisea (Barr), is one of the main limiting factors to rice production in
Brazil and elsewhere. Control is mainly by a combination of resistant cultivars and fungicides.
However, the use of fungicides increases production costs and may be damaging to the

environment, and should be used integrated with other disease management techniques.

Several rice breeding programs are conducted in Brazil by a number of different
research institutions, every year offering new rice cultivars with vertical resistance to blast to
growers. Unfortunately, the narrow genetic basis of the breeding programs has contributed to
resistance breakdown of these new rice cultivars just 1 or 2 years after release, as has been
observed in the State of Tocantins. Resistance breakdown in such a short period of time points
towards the need to find and select durable sources of resistance, especially in the tropical

regions, where genetic variability of the pathogen is seemingly very high.

However, before beginning the search of sources of host resistance, knowledge of the
pathogen population variability is very important, as well as of its interactions with its plant
host. Deeper knowledge of the populations of Magnaporthe grisea from Central-North Brazil is
a fundamental condition for the orientation of rice breeding programs. The rice blast
pathosystem has been studied for some time in other geographic regions, but is still hardly
explored in Brazil. Therefore, there is a pressing need to conduct prospective diversity research
of the pathogen in regions with high yielding potential, such as the States of Par4d, Ronddnia,

Acre, Tocantins and Maranhao, especially taking into account the expansion of dry land rice.

This study aimed to describe the stability of rice cultivar Oryzica Llanos 5 (standard of
durable resistance, originated in Coldmbia) when inoculated with M. grisea isolates of
collected in the Center-Northern Brazil, by estimations of epidemiological parameters, such as

period of incubation, latent period, severity and pathogen aggressiveness. In addition, the



genetic variability and the populational structure of M. grisea isolates collected in the States of

Tocantins, Goids and Para were examined by molecular studies.

Chapter 1 describes the discovery of isolates of M. grisea from the States of Tocantins
(TO), Goids (GO) and Para (PA), capable of breaking the resistance of cv. Oryzica Llanos 5, the
standard of genetic resistance to rice blast, and examines possible interactions between
virulence and some monocyclic components of rice blast epidemics. Towards that end, thirty-
five monosporic isolates of M. grisea from the counties of Lagoa da Confusio, Dueré, Formoso
do Araguaia (TO), Luiz Alves do Araguaia (GO) and Paragominas (PA) were studied. Radial
mycelial growth was determined in vitro, every third day, and the area under the curve of
mycelial growth (AUCMG) of each isolate was compared. Epidemiological parameters (period
of incubation, latent period, disease severity and the area under disease progress curve —
AUDPC) were estimated in the greenhouse, for each of the thirty-four isolates in three rice
cultivars (‘Caloro’ and ‘Fanny’ — susceptible; ‘Oryzica Llanos 5’ — resistant). Plants were
evaluated visually every third day, with the aid of a diagrammatic scale of seven classes (0, 1, 3,
4, 5,7 and 9). In the in vitro study, the AUCMG was significantly different among isolates
(p=0,05), irrespective of geographical origin. Period of incubation in susceptible cultivars varied
from 1.00 day (isolate F-2) to 5.75 days (isolate LA-2) on ‘Caloro’; and between 1.00 day
(isolate F-2) to 6.25 days (isolate LA-2) on ‘Fanny’. When the monosporic isolates were
inoculated on resistant cv. Oryzica Llanos 5, 34% broke its resistance (F-1, F-2, F-5, F-9, F-10,
LC-1, LC-2, LC-4, D-2, P-2 e P-6). The isolates that broke Oryzica Llanos 5 resistance also had
the shortest incubation periods (e.g. isolate D-1, 2.0 days), while the isolates that did not show
resistance breakdown, generally had the longest incubation periods (e.g. isolate LA-2, 6.25
days). Isolates virulent on Oryzica Llanos also had the shortest latent periods. A significant and
positive correlation was observed between disease severity at 6, 9 and 12 days after inoculation
and the AUDPC, and a significant and negative correlation was generally observed between
period of incubation or latent period and the AUDPC. The AUDPCs of susceptible cultivars
were larger than in the resistant cultivar. The resistance breakdown of cv. Oryzica Llanos 5, so
far the resistant standard, by isolates of M. grisea from the Brazilian Central-North region is
reported here for the first time and is a clear indication of the high genetic diversity of the

pathogen in this region, which therefore poses a great threat to rice production in Brazil.

In chapter 2, monosporic isolates collected at commercial rice farming at the states of

Tocantins, Goids and Pard were examined for genetic diversity and population structure. In



order to examine the diversity, essays were conducted at Embrapa-CENARGEN, where 140 M.
grisea monosporic isolates obtained from the counties of Lagoa da Confusdo, Dueré and
Formoso do Araguaia (Tocantins), Luiz Alves do Araguaia (Goids) and Paragominas (Pard)
were evaluated. For this study, 34 microsatelite markers marked with fluorochrome were used
for automatic genotyping in DNA sequencing. Fourteen microsatelites markers appeared highly
efficient to estimate genetic diversity and to detect structuration in the M. grisea metapopulation
from Central-North Brazil. Some of them had high informative content, facilitating genotyping
in scale and DNA polymorphism analysis. The medium number of alleles per loco was 6.35,
varying from 2 alleles by markers ms 109 — 110, ms 115 - 116, ms 61 — 62 to 16 alleles by
marker PG 27. Genetic diversity index (GD), informative polymorphic content (IPC) and
identity portability (IP), confirmed these markers efficiency. M. grisea metapopulation from
Central-North Brazil was substructured in three sub-populations (K=3). Goids (Luiz Alves)
isolates were mostly observed in Group 1, Tocantins (Formoso, Dueré and Lagoa da Confusao)
isolates were mainly observed in Group 2 and Pard (Paragominas) isolates were all observed in
Group 3. Group 3 isolates (Pard) were the most genetically distant in relation to isolates of
Goids and Tocantins. The high genetic diversity observed in the M. grisea metapopulation, as
well as the evidence of populational sub-structures, suggest the need of specific monitoring and
the use of adequate strategies by genetic improvement programs to each of the sub-populations

identified.



1. INTRODUCAO GERAL

O arroz é um dos principais cereais cultivados no Brasil, desempenhando um papel
social e econdmico de grande importancia para as mais diversas regides do pais. Esse cereal é
conduzido no Brasil sob dois principais sistemas de cultivo, o irrigado, tipicamente utilizado nos
estados da regido Sul do pais e o de sequeiro, tradicional na abertura de novas dreas e nas
regides Centro, Norte e Nordeste do Brasil. Para cada sistema de cultivo sdo utilizados grupos
de cultivares adaptadas a condigbes especificas, principalmente quanto ao fornecimento de

dgua.

A brusone, doenca causada pelo fungo Pyricularia grisea (Cooke) Sacc. cuja fase
teleomorfica corresponde a Magnaporthe grisea (Barr), € um dos principais fatores limitantes
para a cultura do arroz no Brasil e no mundo. Seu controle € feito, principalmente, pelo uso de
cultivares resistentes e fungidas. O controle quimico através de fungicidas especificos, além de
elevar o custo de producao do cereal, causa varios danos ao meio ambiente, e deve ser utilizado

integrado a outras técnicas de manejo.

Programas de melhoramento genético de arroz s@o conduzidos no pais por diferentes
institui¢des, gerando, a cada ano, novas cultivares de arroz com resisténcia vertical a brusone. A
estreita base genética dos programas de melhoramento tem contribuido para a quebra de
resisténcia das novas cultivares lancadas por estes programas em apenas 1 ou 2 anos apds o
lancamento, especialmente no Estado do Tocantins. Quebras de resisténcia em periodo tao curto
apontam para a necessidade busca de fontes de resisténcia durdveis a, brusone especialmente

nas regioes tropicais de cultivo de arroz, onde a variabilidade genética do patégeno € alta.

Para tanto, € de suma importincia o conhecimento sobre as populagdes do patégeno e de
suas interacdes com as plantas hospederias. O conhecimento mais aprofundado das
caracteristicas das populagdes de Magnaporthe grisea da regido Centro-Norte do Brasil €
condi¢do fundamental na orientagdo dos programas de melhoramento do hospedeiro. O
patossistema arroz/brusone tem sido estudado hd muito tempo em vdrias partes do mundo.
Porém, no Brasil ainda foi pouco explorado, havendo necessidade de pesquisas em regides com
alto potencial produtivo, como o Estado do Para, Rondo6nia, Acre, Tocantins e Maranhao,

especialmente em virtude da expansdo da fronteira agricola do arroz de sequeiro.



Objetivou-se, a partir do presente trabalho, identificar a estabilidade da cultivar Oryzica
Llanos 5 (modelo de cultivar com resisténcia durdvel, oriunda da Coldmbia) quando inoculada
com isolados de M. grisea coletados na regido Centro-Norte do Brasil, mediante avaliacdes de
parametros epidemiolégicos como periodo de incubacio, laténcia, severidade e agressividade da
doenca. Além disso, objetivou-se detectar, a partir de estudos moleculares, a variabilidade

genética e a estrutura populacional de isolados coletados no Tocantins, Goids e Para.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O genero Oryza

O arroz (Oryza sativa L.) pertence a sub-familia Ehrhartoideae (ou Oryzoideae) e
familia Poaceae (Barker et al., 2001; Kellogg, 1998; Vaughan, et al., 2005; Zhang & Clark,
2000). Descrito por Lineu em 1753, o género possui aproximadamente 23 espécies,
subdivididas em quatro grandes complexos (O. sativa, O. officinalis, O. ridleyi, e O. granulata).
O termo “complexo especifico”, segundo Tateoka (1962), indica grupos de espécies para os
quais hd uma falta de bons caracteres para utilizacdo de chave taxondmica, chegando ao ponto
de haver, dentro deles, uma relativa arbitrariedade na utilizagdo de um nivel taxondmico de

espécie ou sub-espécie (Vaughan et al., 2005).

As espécies do género Oryza sdo subdivididas em quatro seg¢des: Oryza, Ridleyanae
Tateoka, Granulata Roschev. e Brachyantha B.R. Lu. A secdo Oryza compreende os complexos
O. sativa e O. officinalis, a secdo Ridleyanae Tateoka compreende o O. ridleyi e a secdo
Granulata Roschev. é composta do complexo O. granulata. A se¢dao Brachyantha B.R. Lu néo é
subdividida em complexos, e apresenta somente a espécie O. brachyantha Chev. (Vaughan et

al.,2003).

As duas unicas espécies cultivadas do género — Oryza sativa e Oryza glaberrima -
pertencem ao complexo O. sativa, que também inclui outras espécies dipléides nado
domesticadas de genoma AA, como O. glumaepatula, espécie endémica do continente

Americano. A espécie O. glaberrima, origindria da Africa, € cultivada no oeste africano,



enquanto O. sativa, de origem asidtica, apresenta ampla distribuicdo mundial, sendo cultivada

em todos os continentes (Khush, 1997).

Kato (1928) introduziu a classifica¢do do arroz asidtico em duas sub-espécies: indica e
japonica. Mais tarde, em 1952, um terceiro grupo, javanica, que atualmente inclui-se no
subgrupo japonica tropical, um sub-grupo da subespécie japonica (Matsuo, 1952; Glaszmann,
1987; Garris et al., 2005). A separagdo das subespécies provavelmente ocorreu devido a
barreiras geogréficas e reprodutivas (Sweeney & Mccouch, 2007). Cultivares da subespécie
indica, disseminadas no mundo inteiro, possuem alta capacidade de perfilhamento, colmos e
folhas longas, ciclo curto, e o sistema de produgdo € tipicamente irrigado. A subespécie indica é
origindria dos vales do leste da India. J4 as variedades Jjaponica, originérias do sul da China,
apresentam média capacidade de perfilhamento, colmos e folhas curtos, ciclo tardio. A
subespécie japonica possui drea cultivada menor do que a indica, especialmente em dareas
temperadas, como o Japdo. As variedades japonica tropical sdo produzidas em regime de
irrigacdo natural, na estacdo chuvosa, sendo conhecidas como arroz de sequeiro ou de terras

altas (Guimardes & Yokoyama, 2003).

2.2 Importincia econémica da cultura do arroz

O arroz é uma cultura de importincia econdmica e social. A espécie se destaca pela
adaptabilidade aos mais diversos ecossistemas e pela amplitude de 4drea cultivada e
produtividade, tanto no Brasil quanto no mundo.O arroz e seus sub-produtos sdo o principal
alimento de aproximadamente metade da populacdo mundial. Dados da FAO (2007) indicam
uma drea plantada de arroz no mundo de 156 milhdes de ha, com uma produgdo estimada em

651 milh&es de toneladas.

A China é o maior produtor de arroz (187 milhdes de toneladas). J4 a India possui a
maior 4rea plantada, com 44 milhdes de ha ocupados, seguida da China. Em 2007, a
produtividade média mundial foi estimada em 4.152 Kg/ha, ocorrendo grande variacdo em

relacdo a este valor entre os principais paises produtores (FAO, 2007).

No Brasil, a drea plantada na safra 2007/2008 correspondeu, aproximadamente, a 2,9

milhdes de ha, e a producdo esteve na ordem de 11,9 milhdes de toneladas (IBGE, 2009), o que
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insere o pais no grupo dos dez maiores produtores mundiais, ocupando a nona posi¢do, sendo o

unico pais ndo asiatico da lista.

O arroz € um alimento bdsico na dieta dos brasileiros e fornece 12% do total das
calorias ingeridas pela populacio no ano. O negécio direto do arroz no Brasil,
independentemente do setor de insumos, mdquinas, agroindustria e servigos, mobiliza cerca de
R$ 4,0 bilhdes ao ano. Isto significa que somente o valor direto da produgdo no campo atinge
11% do valor da produgdo agricola brasileira. A produtividade média de arroz no Brasil, que é

de 4.100 Kg/ha, estd proxima a média mundial (IBGE, 2009).

A subespécie indica € cultivada sob um sistema irrigado, principalmente nos estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, responsaveis por 70% da producdo nacional, apesar de
apresentarem apenas cerca de 40% da 4drea de cultivo. Nas regides Centro-Oeste, Norte e
Nordeste, o cultivo da subespécie japonica, também conhecido como arroz de sequeiro, ou arroz

de terras altas, € predominante.

No Brasil é plantado anualmente cerca de 2,8 milhdes de hectares de arroz, entretanto a
drea cultivada de arroz de sequeiro tem sido superior a drea cultivada com arroz irrigado. A
producdo de arroz de sequeiro (~ 2,75 milhdes de toneladas, IBGE, 2008) corresponde a cerca
de 30% da producdo total brasileira. A produtividade das cultivares de sequeiro varia entre 1500
e 2000 kg/ha, no entanto, é em média, cerca de trés vezes menor que a média das variedades de
arroz irrigado (FAO, 2007; IBGE, 2008) e a suscetibilidade do arroz a brusone neste tipo de
cultivo € maior que em sistema irrigado. Certamente, um dos fatores de maior interferéncia na
produtividade de arroz, tanto de sequeiro quanto irrigado, s@o as epidemias de brusone, doenga

causada pelo fungo Magnaporthe grisea (Barr).

No arroz irrigado, o emprego controlado da 4dgua durante praticamente todo o ciclo nas
dreas sistematizadas minimiza a intensidade do ataque do fungo. Em arroz de sequeiro, no
entanto, a perda de produg¢do em conseqiiéncia da doenca pode ser total, refletindo em menores
médias nacionais de produgdo. Portanto, em um pais onde a 4rea plantada com arroz de sequeiro
¢ tdo significativa, como o Brasil, o desenvolvimento de variedades resistentes ao patdégeno
assume uma importancia ainda maior (Aradjo, 2008). Entretanto, o sucesso e a durabilidade de

uma nova cultivar de arroz resistente a brusone dependem do conhecimento da estrutura da

11



populacdo do patdégeno com que a variedade vai interagir. Este conhecimento ainda é muito

escasso, principalmente no Brasil.

Em 2015, o mundo necessitard de uma produgdo adicional de arroz de 50 milhdes de
toneladas, o que equivale a aproximadamente nove por cento da atual produ¢do mundial. Este é
um desafio enorme para os programas de melhoramento, pois se a drea cultivada atualmente for
mantida nos préximos oito anos, a produtividade deve aumentar significativamente para atender
a esta demanda. Para que este patamar seja alcancado, é necessdrio que os produtores utilizem
novas tecnologias de producdo para otimizar o cultivo do cereal, de variedades resistentes a
doengas (especialmente a brusone) e que se adaptem a condi¢cdes ambientais adversas, como

tolerancia a seca (IRRI, 2006).

2.3 A brusone do arroz

No século XVII, aproximadamente em 1637, ocorreram os primeiros registros de
ocorréncia de brusone na China (Ou, 1972). A partir dai, a doenca foi relatada na grande
maioria dos paises que cultivam arroz, sendo considerada a mais importante doenga da cultura
(Ribeiro & Terres, 1987) devido a sua ampla distribui¢do geogréfica e severidade (Ou, 1985).
No Brasil, a brusone foi relatada pela primeira vez em 1912 no Estado de Sdo Paulo (Prabhu &

Filippi, 2006).

A doencga ocorre ji na fase vegetativa do arroz, atingindo suas folhas e o colmo e
diminuindo a sua drea fotossintetizante. Apds a emissio das paniculas, a doenga ocorre tanto no
pescogo quanto nas ramificacdes secunddrias, sendo que o estrangulamento impede o fluxo de
fotoassimilados e interfere drasticamente no enchimento de graos. Conseqiientemente,
influencia no desenvolvimento da planta, perfilhamento, produtividade e qualidade de grdos.

Em epidemias muito severas, pode ocasionar perdas de até 100 % na produgio.

A incidéncia, severidade e prevaléncia desta doenca estdo relacionadas a presenca do
patégeno vidvel, condi¢des climaticas favordveis ao seu desenvolvimento e suscetibilidade da
cultivar (Bedendo, 1997). A suscetibilidade de uma mesma cuiltivar pode variar com o local e o
tempo. Consequentemente, estudos sobre a caracterizacdo da populacdo do patégeno podem

auxiliar na previsdo e prevencdo da doenca.
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Atualmente, o Manejo Integrado da doenca € indispensédvel no seu controle. O Manejo
Integrado compreende um conjunto de medidas de controle, partindo do principio da
manutencdo de uma baixa fonte de indculo primdrio no campo, utilizacdo de cultivares
resistentes, controle quimico da doenga, boa nutricao das plantas, aplicacdo de formas corretas
de irrigacdo, preparo do solo, utilizacdo de sementes inspecionadas, alternancia de cultivares,

escalonamento de cultivo e ado¢d@o de densidade de plantio recomendada (Dias Neto, 2008).

2.3.1 Taxonomia do patégeno

O fungo agente causal da brusone é conhecido na sua fase anamérfica como Pyricularia
grisea (Cooke) Sacc., e na sua fase teleomodrfica como Magnaporthe grisea (Barr.). O género
Pyricularia foi esbelecido por Saccardo (1880) parasitando a graminea Digitaria sanguinales
nos Estados Unidos e determinou Pyricularia grisea (Cooke) Sacc. como espécie-tipo do
género. Na Italia, Cavara (1891) descreveu o género Pyricularia causando “brusone” em arroz e
denominou a espécie como P. oryzae. Kawakami (1901) mostrou que tanto P. grisea quanto P.
oryzae se tratava da mesma espécia. Sawada (1917), através de testes de patogenicidade,
estabeleceu duas espécies: P. oryzae infectando arroz, milheto, cevada e trigo, e P. grisea
infectando Digitaria sanguinales e milheto. J4 Thomas (1940), demostrou patogenicidade de P.
oryzae isolado de arroz, causando doencga em trigo, cevada, aveia, milho e milheto, enquanto
que o isolado de milheto ndo infectou arroz. Asuyama (1963) afirma que segundo as regras de
nomenclatura, P. grisea teria preferéncia sobre P. oryzae. Entretanto, uma volumosa literatura
teria adotado P. oryzae, portanto deveria manter P. oryzae. O teleomorfo Ceratosphaeria grisea
foi descoberto por Hebert (1971), estudando isolado de P. grisea proveniente de Digitaria
sanguinalis. Posteriormente, Barr (1977) transferiu a espécie para Magnaporthe grisea (Hebert)
Barr, sendo esta também forma perfeita de P. oryzae, conforme demonstrado por Kato &

Yamagushi (1982).
Como foi descoberto o teleomorfo M. grisea, de acordo com o Comité Internacional de

Micologia deve-se referir-se ao fungo como o holomorfo, ou seja, o fungo tratado como tnico

microorganismo sendo este Magnaporthe grisea.
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P. grisea pertence a classe dos fungos Mitospdricos, subclasse Hyphomycetidae, ordem
Moniliales, e familia Moniliaceae (Menezes & Oliveira, 1993). Segundo Kirk et al. (2001), sdo
conhecidos 1.800 géneros e 9.000 espécies de Hyphomycetes de forma filamentosa, hapléides
(n). As formas filamentosas se reproduzem assexuadamente (Bononi & Grandi, 1999). Saccardo

(1880), estabeleceu o género Pyricularia

Os conidios de P. grisea sdo piriformes, obclavados, com a base circular e o dpice fino,
levemente escuros ou hialinos, com pequeno hilo na base, a maioria possui um ou dois septos
transversais; ligam-se ao conidiéforo pelo seu lado mais dilatado e medem entre 17-23 pm de
comprimento por 8-11 um de largura. Existe uma variac@o considerdvel entre isolados de arroz
quanto ao tamanho dos conidios, principalmente quanto ao comprimento. Os conidios maduros
possuem tipicamente trés células e apresentam um apéndice basal no ponto de conexdo com o

conidiéforo (Prabhu & Filippi, 2006).

O teleomorfo M. grisea pertence a classe dos Ascomycetos e ordem Diaporthales. Os
ascésporos sao hialinos, fusiformes, com trés septos e os ascos unitunicados. Nao foi verificada,

até o momento, a presenga do teleomorfo na natureza (Prabhu & Filippi, 2006).

2.3.2 Epidemiologia

A brusone do arroz se destaca entre as doencas que infectam gramineas, ndo somente
pelo seu alto poder destrutivo, mas também pelo amplo espectro de fases da cultura que ataca.
Durante o estddio inicial de desenvolvimento do hospedeiro, as lesdes sdo formadas nas folhas.
Apés a diferenciagdo dos primordios florais (emborrachamento), o patégeno geralmente infecta
a panicula e/ou o pescogo. Por isso, o patossistema da brusone do arroz € dividido em dois
subsistemas: o patossistema da folha e o patossistema da panicula (Teng et al., 1991, citados por

Garrido, 2001).

A brusone se desenvolve rapidamente quando existem condi¢des adequadas. Todas as
fases do ciclo da doenca, desde a germinagdo dos conidios até o aparecimento de lesdes, sdo
influenciadas, em grande parte, pelos fatores climaticos. Nas doencas de parte aérea, dentre os

fatores ambientais que podem afetar as relagdes patdgeno-hospedeiro, a presenga de dgua na
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forma livre ou vapor,a temperatura, e consequentemente o tempo de molhamento foliar, sdo os

mais importantes (Bergamin Filho et al., 1995).

O ciclo primdrio da doenca acontece quando uma cultivar de arroz suscetivel é plantada
em drea de cultivo onde o indculo esta presente e hd condi¢Ges ambientais favordveis. Conidios
que permaneceram nos restos culturais infectados, sementes contaminadas da safra anterior e

plantas daninhas também podem constituir o inéculo inicial.

A umidade (dgua no estado liquido ou gasoso), através do molhamento das folhas pelas
chuvas ou pela deposicdo de orvalho, € o fator determinante e essencial & ocorréncia das
doengas, ao passo que a temperatura age como catalisador, retardando ou acelerando o processo

infeccioso e de reproducdo do patégeno (Bergamin Filho et al., 1995).

As temperaturas entre 20°C e 25°C durante o dia (EMBRAPA, 2005), e noturnas
variando de 17 a 21°C s@o O6timas para a infeccdo e esporulagdo do fungo e rdpido
desenvolvimento da doenca (POTAFOS, 1995). Ou (1972) observou que as condigcdes
ambientais requeridas a infeccdo sdo temperaturas entre 21 e 27 °C e 10 a 14 horas de
molhamento. Alves & Fernandes (2006) observaram que, quando a umidade relativa é elevada

para 90% ou mais, a conidiogénese € favorecida.

A liberagdo de conidios € influenciada pela temperatura e normalmente ocorre na faixa
de 15 a 35 °C. Em relagd@o a germinagdo dos conidios, a temperatura deve ser entre 22 a 28 °C

(Toledo & Escobar, 2002).

A luz também pode ter influéncia sobre o crescimento micelial e dos conidios. A
alternncia de luz tem um papel importante sobre a esporulacdo. Quanto menor for o nimero de
horas didrias de sol, maiores serdo as probabilidades do ataque de M. grisea (Prabhu & Filippi,

2006).

Ou (1985) descreve a doenca policiclica em que uma lesdo tipica do patégeno é capaz
de produzir de 2.000 a 6.000 conidios por dia, por aproximadamente 14 dias, em condicdes de

laboratorio.
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A disseminacdo ocorre principalmente pela acdo do vento (Ribeiro, 1985),
especialmente em rajadas fortes que provocam o atrito entre as plantas, liberando os conidios
(Picinini & Fernandes, 1995), que sdo facilmente liberados apds sua formagdo. Chuvas brandas
também favorecem a disseminacdo de conidios, mas com menor eficiéncia. Sob condic¢des
tropicais, os conidios podem ser dispersos comumente a 230 metros da fonte (Kingsolver, 1984;

Teng, 1994).

Epidemias de brusone s@o conhecidas por serem influenciadas pelo manejo da cultura,
especificamente no que tange a aplicagdo de nitrogénio, estresse de dgua e conteido de silica.
Portanto, o manejo da doenga deve basear-se no potencial das praticas culturais adotadas
influenciarem o desenvolvimento da epidemia. Assim, uma epidemia deve ser vista como o
resultado de muitas relagdes da interagdo patégeno-hospedeiro (Garrido, 2001). A epidemia
resulta em numerosas geragdes por ciclo do hospedeiro, sendo que cada qual pode conferir uma
vantagem evoluciondria para uma subpopulacio particular do patégeno na escala temporal e

espacial de uma safra (Teng, 1994).

As epidemias de brusone no campo sdo policiclicas, com a taxa da epidemia dependente
das condi¢cdes ambientais. Em ecossistemas temperados, a epidemia de brusone pode ter 7 a 8
ciclos por estacdo de cultivo, enquanto nas regides tropicais podem ocorrer 10 a 15 ciclos por

estacdo (Teng, 1994).

A epidemiologia da doenga € influenciada pela resisténcia da planta a ser infectada, sob
as condi¢des ambientais no momento da infec¢@o e sob a pressdo de indculo inicial. Para avaliar
a resisténcia parcial de uma cultivar a determinada doenca, pode-se medir a quantidade de
patégeno nele presente num dado momento, comparada a quantidade presente numa cultivar
suscetivel escolhida como controle. Porém, medir a quantidade de patégeno é normalmente
impraticdvel em larga escala, j4 que este nem sempre € facilmente visualizado. Entretanto,
podem ser avaliados os efeitos do patdgeno sobre o hospedeiro, ou seja, as lesdes causadas pelo

patégeno (Parlevliet, 1993).

Numerosos estudos demonstraram que medir a quantidade de tecido afetado pelo
patégeno proporciona uma estimativa acurada da severidade de infeccdo (Neervoort &
Parlevliet, 1978; Johnson & Wilcoxson, 1979). Entretanto, devem ser avaliados varios

componentes relacionados também a capacidade de colonizagdo e adaptacdo do patégeno como
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o periodo de laténcia, tamanho, nimero e crescimento de lesdes, producdo de esporos, a

severidade de infeccio e o progresso da moléstia (Thomé et al. 1999).

O periodo de laténcia refere-se ao periodo de tempo decorrido desde a inoculacdo das
plantas (contato entre patdgeno e hospedeiro) até que as primeiras lesdes rompam a epiderme
expondo as estruturas reprodutivas do patégeno. Um periodo de laténcia maior € conseqiiéncia
da maior resisténcia da planta a infeccdo e colonizacdo pelo patégeno. Conseqiientemente,
menor ndmero de ciclos do patégeno serd produzido sobre esta planta e menor serd a severidade
da doencga no final do ciclo da cultura. Este componente tem sido amplamente utilizado devido a

relativa facilidade e rapidez de determinacdo (Parlevliet et al., 1980; Jacobs & Broers, 1989;

Roumen, 1996).

A severidade da doenca é frequentemente avaliada em termos de drea do tecido
hospedeiro ocupada pelas lesdes causadas pelo patégeno e reflete o nivel de resisténcia do
hospedeiro devido as variagdes nos componentes acima citados. Atualmente, essas avaliagdes
sdo feitas com o auxilio de escalas diagraméticas, como a elaborada por Peterson ef al. (1948),
onde estdo representadas diferentes densidades de lesdes e que auxiliam na estimativa visual da

percentagem de severidade.

A drea sob a curva do progresso da doenga (ASCPD) € titil para revelar pequenas
diferencas de severidade e niveis de resisténcia, que se tornam significativos ao longo da escala
temporal em fungdo de processos interativos que ocorrem durante as epidemias. Varios autores,
apos a proposta inicial de Shaner & Finney (1979) e incluindo Singleton et al. (1982), Singh &
Rao (1989), Das et al.(1992), Milach et al. (1996), Prabhu & Filippi (2001) e Chaves et
al.(2004), tem utilizado este modelo. Sdo feitas avaliagbes seqiienciais de severidade em
intervalos regulares de tempo, os dados de severidade sdo plotados num gréfico em funcdo do
tempo e calcula-se a ASCPD. Em gendtipos suscetiveis, a moléstia geralmente comeca antes e
desenvolve-se rapidamente, resultando numa maior ASCPD quando comparados com um
gendtipo com resisténcia parcial onde a moléstia comeca mais tarde e/ou desenvolve- se mais

lentamente.
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2.3.3 Ciclo da doenca

A adesdo do conidio na superficie foliar ¢ o inicio da patogénese (Anexo 2). Este é
revestido por uma substancia mucilaginosa que permite a aderéncia do conidio na folha, mesmo
quando a mesma estd molhada. O fungo acumula material extracelular adesivo em por¢des na
extremidade do conidio e, uma vez em contato com uma superficie adequada, este é liberado
(Prabhu & Filippi, 2006). Esse material adesivo estabelece uma firme ligacdo, porém nao
especifica, com superficies cobertas com cera. A composicdo quimica da substincia adesiva
ainda nao foi determinada, mas acredita-se que exista o envolvimento de residuos de glucose e
manose (Hamer et al., 1988; Howard & Valent, 1996). Fixados no hospedeiro, os conidios
germinam. A germinacio ocorre geralmente em dgua livre ou em condi¢cdes de umidade que
variam de 92 a 96% (Reis et al., 1988). Os conidios emitem um tubo germinativo em torno de
30 a 120 minutos apés o contato com a dgua normalmente a partir da célula basal ou da célula

apical, raramente da célula mediana (Prabhu & Filippi, 2006).

Apdés a emissdo completa do tubo germinativo, forma-se o apressério na sua
extremidade distal. O apressério tem por funcdo romper a superficie foliar do hospedeiro. O
apressorio é uma célula de infeccdo especializada, que durante sua maturacdo torna-se
melanizado, exceto por um poro bem definido entre o apressorio e o substrato (folha). Quando a
pressdo hidrostatica aumenta dentro do apressério, alcancando valores acima de 8,0 MPa, um
peg de penetracdo € formado a partir do poro e a cuticula da folha se rompe, permitindo a
penetracdo da hifa no interior do tecido foliar (Howard et al., 1991; Howard & Valent, 1996;
Dean, 1997; Jong et al., 1997; Money, 1997).

A camada de melanina que é depositada sobre a parede celular do apressdrio em
formacdo € considerada essencial para o processo de penetragdo. Apds a estrutura de penetragao
(peg) ter rompido a cuticula da planta, o micélio atravessa a parede celular da epiderme e forma
a hifa de infec¢do. Esta, por sua vez, d4 origem a hifas secundarias e subseqiientes dentro das
células da epiderme e do mesdfilo, resultando na colonizacio do tecido invadido e na formacdo
das lesdes (Prabhu & Filippi, 2006; Mendgen et al., 1996). Em uma intera¢do patdgeno-
hospedeiro compativel, estas lesdes evoluem e a colonizacdo intra e intercelular da folha produz
lesdes a partir das quais o fungo forma novos conidios e se dissemina para formagao de novas

lesdes em outras folhas e/ou plantas (Ribot ef al., 2007).
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Esporulacao Adesao
6-15 dias
= «
*“ =
Invasao Magnaporthe grisea Gennmag:ao
2-6 dias Ciclo de Infecgio 0-2 horas

Ry %
Penetracao 74
20-28 horas Diferenciag¢ao do
apressoério e maturacao
2-20 horas

Figura 1. Etapas de infeccdo de Magnaporthe grisea desde a adesdo do
conidio na superficie foliar até a formacao de novos propdgulos. Adaptado

de Ribot et al. (2007)

As lesdes nas folhas de arroz sdo visiveis, em média, apds 72 horas da inoculagdo. A
brusone do arroz segue concomitantemente os modelos hordrio e anti-hordrio de infecg¢do
propostos por Bergamim Filho et al. (1996) (Figura 2), onde as lesdes formadas durante seu
desenvolvimento crescem e formam novas lesdes simultaneamente ao crescimento de cada lesao

pela incorporagdo de novos tecidos do hospedeiro.
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Figura 2. Modelo analdgico de Bergamin Filho & Amorim (1996) para o patossistema
arroz/brusone. Sitios sadios podem se tornar doentes pela via hordria de infec¢do

(novas lesdes) e pela via anti-hordria de infecg@o (crescimento da lesao).

Ap6s cerca de 14 horas, quando a umidade do ar atinge cerca de 93%, os conidios sdo
produzidos em abundincia, liberados e dispersos pelo vento, fornecendo o inéculo para um
ciclo de infec¢do subseqiiente. A intensidade da luz afeta negativamente a formacdo do tubo
germinativo e a producdo de conidios e, portanto, sua liberacdo e dissemina¢do ocorrem

geralmente durante a noite (Prabhu & Filippi, 2006).

2.3.4 Controle da doenca

Virias préticas agricolas podem apresentar efeitos parciais no controle da brusone do
arroz. Estas praticas vém sendo utilizadas em conjunto no manejo integrado da doencga. As
préticas culturais, como o preparo do solo, podem exercer grande influéncia sobre o controle da
doenga. A redugdo da quantidade de nitrogénio (N) aplicado a planta de arroz; a antecipagdo da

semeadura e transplantio; o manejo da dgua de irrigacdo e o incremento do teor de silica das
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plantas através da utilizacdo do silicato de cdlcio sdo outras medidas que influenciam o indice
de incidéncia e severidade de brusone no arroz. Estas medidas, porém, além de elevarem o custo
para o produtor, em muitos casos tornam-se impraticdveis de serem adotadas por linitagdes

logisticas.

O nitrogénio, além de essencial para a cultura, € significativo no aumento da producio
de arroz. Entretanto, pode poluir o meio ambiente se nao for utilizado de forma adequada, pois
os niveis de absorc¢do pela planta sdo baixos e o risco de contaminacido do lengol freatico é
elevado. A utilizacdo do nitrogénio em excesso aumenta a suscetibilidade ao patdgeno nas
folhas e na panicula. Por outro lado, sua deficiéncia pode predispor as plantas a outras doengas,
como escaldadura das folhas caudada por Monographella albesces e queima das bainhas,

causada por Thanatephorus cucumeris (Bedendo, 1997).

Outras medidas mais efetivas de controle sio o controle quimico e utilizagdo de
cultivares resistentes (Thurston, 1984, citado por Garrido, 2001). O controle quimico da brusone
abrange um vasto mercado de fungicidas e antibidticos e vem sendo utilizado por vdrias
décadas, tanto no Brasil quanto em outros paises. Entretanto, Notteghem er al. (1993)
observaram resisténcia a fungicidas e antibiéticos apds inocula¢do com isolados de M. grisea na

tentativa de controle. A utilizacdo de cultivares resistentes é a forma mais adequada e

ambientalmente correta de combater a brusone do arroz.

O modelo de interacdo gene-a-gene (Flor, 1971), onde para cada gene de resisténcia (R)
do hospedeiro observa-se um gene de aviruléncia (Avr) do patdgeno (Silué et al., 1992; Bryan et
al., 2000) é observado no patossistema Oryza sativalMagnaporte grisea.O produto do gene Avr
¢ reconhecido pelo produto do gene R da planta. A intera¢do entre M. grisea e O. sativa é
bastante estudada e hd muito serve como modelo para o entendimento da interagdo patégeno-
hospedeiro (Valent, 1990). Os recentes avancos da gendmica, com o sequenciamento completo
do genoma estrutural de arroz (Goff et al., 2002; Yu et al., 2002) e do fungo (Dean et al., 2005),
tornam esta interagdo patégeno-hospedeiro o principal modelo para estudos de interacdo entre

uma espécie de importancia agricola e um patdgeno.

Nos dltimos anos, grande progresso foi feito na compreensdo dos mecanismos de infec¢do
do pelo patégeno (Howard et al., 1991; Dean, 1997; Sesma & Osbourn, 2004; Kankanala et al.,

2007), vérios genes de resisténcia foram mapeados (Fukuoka & Okuno, 2001; Berruyer et al.,
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2003; Jeon et al., 2003; Sallaud et al., 2003; Chen et al., 2005; Liu et al., 2005; Deng et al.,
2006; Liu et al., 2007; Ballini et al., 2008), e alguns genes de aviruléncia no patdégeno (Dioh et
al., 2000; Chen et al., 2006; Chen et al., 2007; Feng et al., 2007) e de resisténcia no hospedeiro
clonados (Wang et al., 1999; Bryan et al., 2000; Chen et al., 2006; Qu et al., 2006; Lin et al.,
2007; Liu et al., 2007). Mas é importante frisar que o conhecimento dos mecanismos de
patogenicidade (Jeon et al., 2008) e de resisténcia, especialmente resisténcia durdvel (Ballini et
al., 2008), ainda sdo incipientes. Também sdo incipientes estudos de maior escala sobre a

variabilidade das popula¢des do patdgeno em campo, especialmente no Brasil.

2.4 Marcadores microssatélites

Microssatélites ou SSR (simple sequence repeats) sdo seqiiéncias de nucleotideos
repetidas lado a lado, cuja unidade de repeticao varia de um a seis pares de base (Litt & Luty,
1989; Tautz, 1989; Weber & May, 1989). Sdo encontrados abundantemente no genoma em uma
ampla diversidade de espécies de eucariotos e procariotos (Hearne et al., 1992; Queller et al.,

1993; Jarne & Lagoda, 1996).

A expansdo do microssatélite, em geral, segue o modelo de mutagdo aos passos, com o
aumento ou diminuicdo de bases, decorrentes de erros no processo de replicacdo do DNA, que
resultam do deslizamento da DNA polimerase (DNA slippage) (Levinson & Gutman, 1987;
Schlotterer & Tautz, 1992). Este deslizamento é considerado como o principal mecanismo para
que sejam gerados variantes em tamanho nos SSRs (Kruglyak et al, 1998; Chambers &
Macavoy, 2000).

Os alelos de um loco microssatélite diferem de tamanho em fung¢do do nimero de
repeti¢des das seqiiéncias basicas (Queller et al., 1993). Microssatélites com grande nimero de
unidades de repeti¢do tendem a ser mais polimorficos (Weber, 1990; Goldstein & Clark, 1995;

Petit et al., 2005), porém esta ndao € uma regra geral (Valdes et al., 1993).
Os microssatélites podem ser classificados em trés familias: perfeitos (ex.:

CACACACACACACACA), imperfeitos (ex.. CACATTCACACATTCA) e compostos (ex.:
CACACACAGAGAGAGA). Qualquer tipo de combinacdo entre estas familias é possivel
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(Weber, 1990). Os dinucleotideos CA e GA tém uma freqii€éncia maior em genomas de animais,

ja TC e AG sao mais encontrados em plantas (Depeiges et al., 1995; Jarne & Lagoda, 1996).

A amplificagdo de locos SSR € feita por PCR e os alelos de um loco sdo identificados
por meio da migracdo relativa em gel de eletroforese. Os microssatélites caracterizam-se por
serem codominantes, multialélicos, seletivamente neutros, abundantes, aparentemente
distribuidos por todo o genoma (Queller ef al., 1993; Valdes et al., 1993; Jarne & Lagoda,
1996). Como a deteccdo de polimorfismo em locos microssatélites € feita via PCR, a

genotipagem ¢é dependentes de pequena quantidade de DNA dos individuos analisados.

Microssatélites sdo usados extensamente para “fingerprinting” de DNA e estudos
forenses (Hummel & Schultes, 2000), testes de paternidade, estudos de genética de populagdo
(Slatkin, 1995; Dakin & Avise, 2004), caracterizacdo e conservacdo de recursos genéticos
(Hoshino et al., 2002) e constru¢do de mapas genéticos (Chen et al., 1997; Brondani et al.,
2002; Zheng et al., 2008).

2.5 Diversidade genética de fitopatogenos

Técnicas moleculares baseadas na andlise do DNA tém sido aplicadas com éxito em
diversas dreas da Micologia, possibilitando o desenvolvimento de métodos rdpidos, sensiveis e
especificos no diagnéstico de fitopatégenos (Teixeira et al., 2004). A caracterizacdo
morfolégica, embora essencial, é limitada algumas vezes devido ao nimero de caracteres
passiveis de serem analisados (Fungaro, 2000). Caracteristicas de esporos, como forma, nimero
de células, presenca ou auséncia de septo, forma da parede. Junto a caracteristicas de
conidiéforo e o comportamento em meio de cultura como pigmentagao, textura, forma marginal
e velocidade de crescimento micelial, producdo de estruturas tipicas, presenga ou auséncia de
zonas concéntricas (Burgess et al., 1995; Urben & Oliveira, 1999) sdo responsaveis pela

diversidade genética entre espécies de fungos.

Entretanto, estes aspectos delimitadores sdo, de modo geral, instdveis e dependentes de
vérios aspectos, por exemplo, composi¢do do meio utilizado, condicdes de incubacio e a prépria
variacdo intra-especifica do patégeno. Portanto, podem ser subjetivos, pouco conclusivos e

podem induzir a erros de interpretacdo quanto a identificacdo das espécies em estudo, ja que,
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muitas vezes, coldnias atipicas de um dos organismos podem assemelhar-se as colonias do

outro.

Quando se trata de distingOes intra-especificas, torna-se ainda mais dificil, em alguns
casos até impossivel distinguir variagdes dentro de uma espécie apenas com o auxilio de
componentes morfolégicos. O uso de marcadores moleculares na detec¢do, diagndstico e
determinacdo da diversidade genética de fitopatdgenos deve-se, principalmente, a sua

simplicidade de uso, rapidez, seguranca e amplitude dos resultados gerados.

A andlise de diversidade genética € considerada vantajosa para a sobrevivéncia de uma
espécie Esta contribui para a diversidade fenotipica e determina a forma como individuos da
espécie interagem com o ambiente e com outros organismos (Pessoa Filho, 2008). Quanto maior
a diversidade, maior a chance de que na populagdo alguns individuos possuam alelos que
contribuam para enfrentar mudangas ambientais como estresses bidticos ou abidticos (Able et

al., 2007).

Nei (1987) define distancia genética como a diferenca entre duas entidades que podem
ser descritas pela variacdo alélica. Esta defini¢do foi, posteriormente, mais elaborada por Nei
(1987) e refinada por Beaumont et al. (1998) como “qualquer medida quantitativa da diferenca
genética, em nivel de sequéncia ou frequéncia alélica, que € calculada entre individuos,

populacdes ou espécies.”

As populacdes patogé€nicas estdo, na maioria dos casos, em estado dindmico. A
dindmica de populacdes refere-se as alteracdes no tamanho da populagdo e constitui uma
ramificacdo da ecologia quantitativa. Os estudos da dindmica do patégeno sdo importantes para
inferir sobre a taxa de aumento dessas populagdes (Prabhu & Filippi, 2006). O termo populagdo
significa uma comunidade de individuos com capacidade ou potencial de cruzamentos entre si

(MacKenzie, 1980).

A estrutura genética refere-se a quantidade e distribuicdo da variagdo genética entre e
dentro de populagdes (McDonald & Linde, 2002). O ntimero de alelos por loco e a percentagem
de locos polimérficos tém sido empregados como indices de diversidade em populacdes
naturais, no sentido de caracterizar e comparar os niveis de variacdo nestas populagdes. A

estrutura genética de uma populagdo individual dentro de uma espécie depende da historia
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evoluciondria da populagdo e varia com o tempo e o espaco ou adapta-se em resposta as
alteracOes nas condi¢des ambientais. Os fatores que exercem influéncia sobre a evolugdo das
populacdes sdo as mutacdes, o fluxo génico, a deriva genética, a recombinacdo genética, a
selecdo exercida pelos genes de resisténcia do hospedeiro, dentre outras. A interacdo entre estes

cinco parametros evoluciondrios determina a estrutura genética da populacdo do patdgeno.

Desta forma, fatores como tamanho da populac¢do e o modo de reprodugado (assexual ou
sexual), influenciam na distribui¢do da variagdo genética entre e dentro de populacdes. As
estatisticas F fornecem os indices de fixacdo de alelos para o total das populacdes, média dentro
e entre populagdes, com base em medidas de probabilidade de identidade por descendéncia
(Wright, 1965). Estas foram inicialmente desenvolvidas para o caso de um loco com dois alelos
(Wright, 1965). Posteriormente, Nei (1977) adaptou esta metodologia para locos multialélicos,
contrastando um alelo p contra outros alelos (1-p), através dos conceitos de heterogosidade
observada e esperada. Esta estatistica admite que todos os desvios de panmixia sejam
exclusivamente devidos aos efeitos da deriva genética e do sistema de resproducdo. (Conte,
2004).

Assim conforme Wright (1965):

1-Fpr=(-Frs)( - Fsp)

onde,
Fr = indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia para o conjunto das populacdes, Fis
= indice de fixacdo ou coeficiente de endogamia intrapopulacional e Fsr = indice de fixacdo ou

divergéncia genética entre populagdes.

Estudos sobre variabilidade do patdgeno sdo necessdrios e de interesse para o
melhoramento genético do arroz, orientando a sele¢cdo de linhagens com alto potencial
produtivo e resisténcia durdvel a brusone. Observe-se que a resisténcia a brusone atualmente
disponibilizada nas novas cultivares oferecidas aos produtores tem sido quebrada em pouco
tempo. Nesse sentido, estudos da variabilidade do patégeno se fazem prioritdrios para as

pesquisas com arroz, especialmente na regido Centro-Norte do Brasil.
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3 FLUXOGRAMA
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CAPITULO 1: QUEBRA DE RESISTENCIA GENETICA E DETERMINACAO DE
COMPONENTES MONOCICLICOS DA BRUSONE DO ARROZ, CAUSADA POR
Magnaporthe grisea (Barr.)

RESUMO

A brusone, causada por Magnaporte grisea (Hebert) Barr (anamorfo: Pyricularia grisea Sacc) é
considerada uma das mais importantes doencas da cultura do arroz. Atualmente, uma das
principais medidas de controle da brusone é o uso de cultivares com resisténcia vertical.
Entretanto, este tipo de resisténcia, governada por um ou por poucos genes, pode ser facilmente
quebrada por este patégeno, que caracteriza-se por uma elevada plasticidade genética quanto a
viruléncia. Entretanto, a variabilidade genética dos isolados de M. grisea coletados no Brasil
ndo foi ainda estudada em larga escala, especialmente no Centro-Norte do pafs. Objetivou-se
com o presente trabalho verificar a ocorréncia de isolados de M. grisea, coletados nos estados
de TO, GO e PA, capazes de quebrar a resisténcia genética na cultivar Oryzica Llanos 5, padrdo
de resisténcia a doenca, e verificar possiveis interacdes entre a viruléncia a esta cultivar e alguns
pardmetros monociclicos das epidemias de brusone. Para tanto, foram avaliados 35 isolados
monosporicos de M. grisea obtidos nos municipios de Lagoa da Confusdo, Dueré, Formoso do
Araguaia (Tocantins), Luiz Alves do Araguaia (Goids) e Paragominas (Pard). Objetivando-se a
quantificacdo do desenvolvimento micelial dos isolados in vitro, calculou-se, a cada 3 dias, a
drea da colonia, a partir da qual obteve-se a drea sob curva de crescimento micelial (ASCCM)
para cada um dos isolados. Os pardmetros epidemioldgicos (periodo de incubacdo, periodo de
laténcia, severidade da doenca e drea sob a curva de progresso da doenca — ASCPD), foram
determinados em casa de vegetacdo, para todos os 35 isolados em trés variedades de arroz
(Caloro e Fanny — suscetiveis; Oryzica Llanos 5 — resistente). As plantas foram avaliadas a cada
trés dias através de analise visual baseada em uma escala de notas de sete classes (0, 1, 3,4, 5,7
e 9). No estudo in vitro, houve diferenga significativa (p<0,05) da ASCCM entre os isolados,
independente do local de coleta. Nos experimentos de casa de vegetacdo, o periodo de
incubagdo nas cultivares suscetiveis variou entre 1,00 dia (isolado F-2) e 5,75 dias (isolado LA-
2) em ‘Caloro’; e entre 1,00 dia (isolado F-2) e 6,25 dias (isolado LA-2) em ‘Fanny’. Quando os
1solados monospdricos foram inoculados na cultivar resistente Oryzica Llanos 5, observou-se
que 34% dos isolados estudados apresentaram quebra de resisténcia (F-1, F-2, F-5, F-9, F-10,
LC-1, LC-2, LC-4, D-2, P-2 e P-6). Os isolados que quebraram resisténcia apresentaram os
menores periodos de incubacdo (ex. isolado D-1, 2,0 dias), enquanto que os isolados que ndo
quebraram resisténcia apresentaram os maiores periodos de incubagdo (ex. isolado LA-2, 6,25
dias). Isolados que quebraram resisténcia apresentaram também o menor periodo de laténcia.
Observou-se forte correlacdo positiva entre a severidade da doenga aos 6, 9 e 12 DAl e a
ASCPD e uma significativa correlagdo negativa entre periodo de incubacdo ou de laténcia e a
ASCPD. As ASCPDs nas cultivares suscetiveis foram maiores que no padrio de resisténcia. E
importante ressaltar a quebra de resisténcia genética da cultivar Oryzica Llanos 5, até o
momento considerada como padrdao de resisténcia, por isolados de M. grisea coletados no
Centro-Norte do Brasil. Isto € um claro indicativo da alta diversidade genética do patdgeno
nesta regiao.
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HOST RESISTANCE BREAKDOWN AND DETERMINATION OF MONOCICLIC
COMPONENTS OF RICE BLAST, CAUSED BY Magnaporthe grisea (Barr.)

ABSTRACT

Rice blast, caused by Magnaporte grisea (Hebert) Barr (anamorph Pyricularia grisea Sacc), is
one of the most important rice diseases, and is managed mainly by a combination of fungicides
and host vertical resistance. This type of resistance, however, is governed by one or few genes,
and can be easily broken by this pathogen, which has been shown to be highly adaptable. In
spite of this, the genetic variability of Brazilian M. grisea isolates has not been studied in large
scale, especially in the Northern-Central region. This work aimed to verify the occurrence of
isolates of M. grisea from the states of TO, GO and PA capable of breaking the resistance of cv.
Oryzica Llanos 5, the standard of genetic resistance to rice blast, and to verify possible
interactions between virulence and some monocyclic components of rice blast epidemics.
Towards that end, thirty-five monosporic isolates of M. grisea from the counties of Lagoa da
Confusdo, Dueré, Formoso do Araguaia (State of Tocantins), Luiz Alves do Araguaia (State of
Goids) and Paragominas (State of Pard) were studied. Radial mycelial growth was determined in
vitro, every third day, and the area under the curve of mycelial growth (AUCMG) of each
isolate was compared. Epidemiological parameters (period of incubation, period of latency,
disease severity and the area under disease progress curve — AUDPC) were estimated in the
greenhouse, for each of the thirty-four isolates in three rice cultivars (‘Caloro’ and ‘Fanny’ —
susceptible; ‘Oryzica Llanos 5’ — resistant). Plants were evaluated visually every third day, with
the aid of a diagrammatic scale of seven classes (0, 1, 3, 4, 5, 7 and 9). In the in vitro study, the
AUCMG was significantly different among isolates (p<0,05) irrespective of geographical
origin. Period of incubation in susceptible cultivars varied from 1.00 day (isolate F-2) to 5.75
days (isolate LA-2) on ‘Caloro’; and between 1.00 day (isolate F-2) to 6.25 days (isolate LA-2)
on ‘Fanny’. When the monosporic isolates were inoculated on resistant cv. Oryzica Llanos 5,
34% broke its resistance (F-1, F-2, F-5, F-9, F-10, LC-1, LC-2, LC-4, D-2, P-2 e P-6). The
isolates that broke Oryzica Llanos 5 resistance also had the shortest incubation periods (e.g.
isolate D-1, 2.0 days), while the isolates that did not show resistance breakdown, generally had
the longest incubation periods (e.g. isolate LA-2, 6.25 days). Isolates virulent on Oryzica Llanos
also had the shortest latent periods. A significant and positive correlation was observed between
disease severity at 6, 9 and 12 days after inoculation and the AUDPC, and a significant and
negative correlation was generally observed between period of incubation or latent period and
the AUDPC. The AUDPCs of susceptible cultivars were larger than in the resistant cultivar. The
resistance breakdown of cv. Oryzica Llanos 5, so far the resistant standard, by isolates of M.
grisea from the Brazilian Central-North region is reported here for the first time and is a clear
indication of the high genetic diversity of the pathogen in this region, which therefore poses a
great threat to rice production in Brazil.
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1 INTRODUCAO

A brusone, causada pelo fungo de forma anamorfica Pyricularia grisea Sacc
[teleomorfo Magnaporte grisea (Hebert) Barr], possui uma ampla gama de hospedeiros que
causa doengas em mais de 50 espécies de gramineas. Esta doenca é considerada uma ameaca a
seguranca alimentar no mundo (Valent, 2004). E uma das mais importantes da cultura do arroz
pela sua ampla distribuicdo geogréfica e sua alta capacidade de causar danos em plantas (Nunes
et al., 2007), como redugdo na estatura, no nimero de perfilhos, no nimero de grdos por
panicula e no peso de grios (Bastiaans et al., 1994).A brusone acarreta perdas na qualidade de
graos e decréscimo da produtividade em gramineas (Rangel ef al., 1992) decorrentes da redugdo
na taxa de fotossintese e respira¢dao (Bastiaans et al., 1994). No Brasil, arroz (Oryza sativa),
trigo (Triticum aestivum), triticale (X Triticocecale Wittmack), milheto (Pennisetum glaucum) e
cevada (Hordeum vulgare), sofrem quedas significativas de produtividade devido ao ataque de

M. grisea (Galbieri & Urashima, 2008; Alves. & Fernandes, 2006).

Atualmente, a principal medida de controle da brusone do arroz é o uso de cultivares
com resisténcia vertical (Prabhu et al., 1995). Entretanto, este tipo de resisténcia, governada por
um ou por poucos genes, pode ser facilmente quebrada pelo patégeno (Van der Plank, 1963).
Com o monocultivo de cultivares portadoras de resisténcia vertical em grandes dreas, a pressao
de selecdo sobre as populacdes de microrganismos fitopatogé€nicos aumenta substancialmente
(Silva, 2008). Assim, ocorre o surgimento de novas racas fisioldgicas, virulentas as cultivares

anteriormente resistentes (Rangel, 2006).

De acordo com Levy et al. (1993), a provdvel causa para que os gendtipos tornem-se
suscetiveis a doencga € a ocorréncia de trocas genéticas no patdgeno, gerando formas diferentes
de viruléncia, ou o aumento da freqiiéncia de patétipos do fungo de ocorréncia rara. Ou (1980)
afirma que a quebra freqiiente da resisténcia nas cultivares comerciais € atribuida a alta

variabilidade patogénica do fungo.

Prabhu & Filippi (2006) citam varios mecanismos responsdveis pela variabilidade
genética de M. grisea, como heterocariose, recombinacdo parassexual, anormalidades em
cromossomos (Giatong & Fredericksen, 1969) e aneuploidia (Row et al., 1985). Essas

anormalidades cromossdmicas incluem delegdes, translocacdes e rearranjos cromossomicos.
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As cultivares Oryzica Llanos 5 e Fedearroz 50, langadas comercialmente nos anos de
1989 e 1998, respectivamente, na Colombia pelo Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT), sdo consideradas como portadoras de resisténcia durdvel ao patdégeno. Por este motivo,
varios autores, dentre eles, Levy et al. (1993), Zeigler et al. (1995), Seebold et al. (2000), Jia et
al. (2003) e Lopez-Gerena (2006), vém utilizando a cultivar Oryzica Llanos 5 como padrio de

resisténcia a brusone do arroz.

Segundo Rangel (2006) e Santos et al. (2008), os programas de melhoramento genético
de arroz ndo t€m sido eficazes no desenvolvimento de cultivares com resisténcia estavel a P.
grisea. A quebra da resisténcia a brusone nas cultivares de arroz irrigado recentemente langadas
no Centro-Oeste e Norte do Brasil vem sendo verificada muito precocemente, geralmente apds
um a dois anos de cultivo. Alguns parametros epidemioldgicos utilizados como referéncia para a
quantificacdo de resisténcia varietal sdo a capacidade de colonizagdo e adaptagdo do patdgeno
como periodo de laté€ncia, tamanho e nimero de lesdes, producdo de esporos, a severidade de

infeccdo e o progresso da doenca.

No patossistema arroz —Magnaporthe grisea ocorre especificidade gene-a-gene,
explicada pela hipdtese de Flor (1971). A especificidade estd entre genes para resisténcia,
considerada uma caracteristica monogénica e dominante em arroz, ¢ os genes de aviruléncia
(Avr) em M. grisea (Kiyosowa, 1976, citado por Prabhu & Filippi, 2006). Quando a cultivar
resistente (R) reconhece o produto elicitor do patégeno que possui o gene (Avr), a relacdo é
incompativel. Sendo assim, a planta bloqueia a infec¢do do patdgeno. A interacdo patégeno-
hospedeiro na brusone do arroz é relativamente bem estudada, tendo sido sugerida como modelo

para a fitopatologia (Valent, 1990).

Jia et al. (2000) demonstraram através de métodos moleculares que o gene Avr-Pita do
patégeno corresponde ao gene de resisténcia Pi-fa do hospedeiro. Orbach er al., (2000)
clonaram o gene Avr-Pita e os locos de aviruléncia correspondentes nos mutantes de Avr-Pita.
A andlise dos mutantes Avr-Pita identificou a ocorréncia de mutacdes pontuais, inser¢des ou
dele¢des nas sequéncias do gene. Estas variagdes desativaram o gene de aviruléncia e evitaram
seu reconhecimento pelo produto do gene de resisténcia Pi-fa da planta de arroz. Eles

demonstraram que a instabilidade de Avr-Pita € devida a sua localizacio na regido telomérica.
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O presente trabalho teve por objetivo identificar isolados monospéricos de M. grisea,
coletados em regides Centro-Norte do Brasil, capazes de quebrar resisténcia genética na cultivar
Oryzica Llanos 5, fonte de resisténcia durdvel, e estimar a influéncia da quebra de resisténcia
em parametros epidemioldgicos. Tais parametros sdo essenciais para o melhoramento genético
do arroz, pois sdo raros os estudos sobre variabilidade epidemioldgica de M. grisea no Brasil,

especialmente na Regido Centro-Norte brasileiro.

2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios de determinacio de pardmetros bioldgicos e epidemioldgicos de isolados de
Magnaporthe grisea coletados nos Estados do Tocantins, Goids e Pard, foram conduzidos na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), entre os meses de janeiro e
dezembro do ano de 2008. Foram conduzidos experimentos em casa de vegetacdo climatizada e

no Laboratério de Genética Vegetal.

2.1 Isolados monospdéricos de Manaporthe grisea

Foram avaliados 35 isolados mospoéricos de M. grisea que fazem parte de uma colecio
micoldégica obtida nos anos agricolas 2006/2007 e 2007/2008 em polos representativos de
producdo comercial de arroz irrigado e de sequeiro em diversas lavouras comerciais no Estado
do Tocantins, nos Municipios de Lagoa da Confusdo, Dueré, Formoso do Araguaia (Projeto Rio
formoso), Luiz Alves do Araguaia no Estado de Goids (projeto “Luiz Alves”) e em Paragominas
no Estado do Pard. As plantas doentes foram provenientes de nove cultivares comerciais, sendo
sete de arroz irrigado, Best 2000, Epagri 108, Epagri 109, Epagri 112, Epagri 114, KM 113 e

Piracema, mais duas cultivares de arroz de terras altas, Curinga e Primavera (Tabela 1).
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TABELA 1. Identificacdo dos 35 isolados monospéricos de Magnaporthe grisea em seus respectivos

municipios e cultivares onde foram coletados. UnB/Embrapa CENARGEN, Brasilia, 2009.

Municipios

Formoso, TO Lagoa, TO Dueré, TO Luiz Alves, GO Paragominas, PA

Isol. Cultivar Isol. Cultivar  Isol. Cultivar Isol. Cultivar Isol.  Cultivar
F-1  Epagri-114 LC-1 Epagri-109 D-1 Epagri-109 LA-1 Epagri-109  P-1  Primavera
F-1 B Epagri-108 LC-2 Epagri-112 D-2  Epagri-112 LA-2 Epagri-109 P-2  Primavera
F-2  Epagri-108 LC-3 Best-2000 D-3 Epagri-112 P-3  Primavera
F-3  Epagri-108 LC-4 Best-2000 D-4 Curinga P-4 Primavera
F-3B Epagri-108 LC-5 Best-2000 D-5 Epagri-109 P-5 Primavera
F-4 Epagri-112 LC-6 Km-117 P-6 Primavera
F-5 Epagri-109 LC-7 Epagri-109 P-7  Primavera
F-8  Diamante LC-8 Best-2000 P-8  Primavera
F-9 Diamante P9 Primavera

F-10 Epagri-109

F-11 Formoso

Isol. = Isolados

2.2 Cultivo e armazenamento dos isolados

Os isolados de M. grisea chegaram ao laboratério através de cepas monospdricas em

placas de Petri cultivadas em meio de cultura BDA (200 g de batata, 18 g de dextrose, 18 g de

dgar e 1 L de dgua destilada), autoclavado (120 °C por 20 min) (Dias Neto, 2008).

Posteriormente foram repicados (3 ou 4 placas por isolado) para novas placas de Petri contendo

aproximadamente 50 mL de meio BDA e incubados em cdmara de germinagdo tipo B.O.D

durante 15 dias a 25 °C, na auséncia de luz e umidade relativa entre 50 e 70 %. Objetivando o

armazenamento por longo prazo, uma das placas de cada isolado monospdrico, apds 15 dias de

incubacdo, foi submetida a estresse fisico onde a colonia micelial foi raspada com um bastdo de

aco estéril. Colocou-se, sobre o micélio, tiras de papel filtro estéreis com o intuito de induzir a

esporulacdo entre as fibras do papel. Logo em seguida, os isolados foram acondicionados em
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camara de crescimento com temperatura ajustada para 25°C e as placas cobertas por um pano
crepe para proteger o micélio de insetos e dcaros e sob luz fluorescente continua por 48 horas
para estimular esporulagdo abundante. Quando esporuladas, as tiras de papel filtro contendo
conidios dos isolados monospdricos foram devidamente identificadas e armazenadas em tubos

Falcon de 15 ml em temperatura de - 20 °C.

2.3 Desenvolvimento micelial de isolados monospdricos de Magnaporthe grisea in

vitro

Todos os 35 isolados monospdricos de M. grisea foram comparados quanto ao
desenvolvimento micelial. As coldnias foram obtidas através de repicagem de um disco de
micélio de 8 mm de diametro por placa de Petri. Os isolados foram cultivados em meio de
cultura BDA (200 g de batata, 18 g de dextrose, 18 g de Agar e 1 L de dgua destilada).
Posteriormente, foram incubados em cdmara de germinagdo tipo B.O.D durante 15 dias em

temperatura de 25 °C, sem claridade e umidade relativa entre 50 e 70 % (Figura 3).

O ensaio foi conduzido em delineamento de blocos casualisados com 4 repeticoes,
sendo cada repeti¢do constituida pela média aritmética de 3 parcelas, sendo cada parcela uma
placa de Petri. As avaliacdes de desenvolvimento das colonias foram realizadas a cada 3 dias,
sendo registrados os didmetros longitudinal e transversal aos 3, 6, 9 e 12 dias de incubacdo
medidos com paquimetro digital de fibra de carbono (EDA). A diferenca da 4rea radial pela area
do disco de micélio inicial a cada 3 dias de incubacio determinou a drea da coldonia em cada

data de avaliacdo.

A partir destes dados foi calculada a drea sob curva de crescimento micelial (ASCCM)

para cada um dos tratamentos, através de integragdo trapezoidal, utilizando a equagio:

n
ASCCM= } ([ Yii+ Y) x0,5] [ Tisy = Til

i=1

Onde: Y; = drea radial de crescimento micelial na i-ésima observacdo, T; = tempo (em
dias) no momento da i-ésima observacdo e n= nimero total de observacdes (Shaner & Finney,

1977), adaptado para crescimento micelial.
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2.4 Determinacao de componentes monociclicos em cultivares com diferentes niveis

de resisténcia

Ensaios visando quantificar os parametros epidemioldgicos Adrea Sob a Curva de
Progresso da Doenca (ASCPD), Periodo de Incubagdo e Laténcia (dias), Progresso Temporal da
Brusone , e possivel quebra de resisténcia genética em cultivar resistente a brusone do arroz

(Oryzica Llanos 5), foram realizados entre os meses de setembro e dezembro de 2008.

O delineamento experimental foi de blocos casualisados em fatorial (34x3), com 4
repeti¢des, onde foram inoculados 35 isolados (fator A) em 3 variedades de arroz (fator B),
sendo cada repeticdo uma bandeja contendo 3 variedades de arroz inoculadas com 1 isolado

monosporico de M. grisea.

2.4.1 Semeadura das cultivares

Foram semeadas em bandejas plasticas, com dimensdes de 30,5 x 20,5 x 6 cm, 3 cultivares
de arroz sendo 2 suscetiveis (Caloro e Fanny) e 1 resistente a brusone (Oryzica Llanos 5),
utilizando-se 12 sementes por linha. Foram utilizados para o plantio 2,2 litros de substrato
comercial PLANTMAX®, autoclavado a 120°C por 30 minutos antes do plantio. As plantas
foram mantidas em casa de vegetagdo climatizada com temperatura ajustada para 25°C para
crescimento das plantulas até o momento da inoculacdo, aos 25 dias. Nao foi realizada adubagdo
de plantio, pois o substrato utilizado apresentou teores adequados de nutrientes (Tabela 2),
mostrando-se suficiente para manutencdo dos processos fisiologicos das plantas sem o
aparecimento de sintomas de deficiéncia nutricional. Aos quinze dias apds a emergéncia foi
realizada adubag@o de cobertura com 2g de Uréia (45% de Nitrogénio) por bandeja com a
finalidade de predispor as plantulas a infeccido de M. grisea. Este processo ocorreu de forma que
a fonte de Nitrogénio granulada foi solubilizada e as bandejas foram irrigadas, favorecendo a

distribuicdo nas plantas, sem contato com as folhas.
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TABELA 2. Composicdo quimica do substrato de plantio PLANTMAX ® utilizado

nos ensaios de determinacao de componentes monociclicos.

Ca Mg Al H+Al T(@EH7) t SB K P M.O. pH

Cmol/dm’ ppm V%  CaCl,

164 10,1 0,24 10,1 384 28,5 283 709,5 362 10,7 5,2

Ca=Cilcio trocdvel, Mg=Magnésio trocavel, Al=Acidez trocivel, H+Al= acidez potencial,
T=Complexo de troca catidnica , t=Complexo de troca catidnica efetiva, SB=Soma de bases,
K=Potéssio, P=F6sforo, M.O.=Matéria organica e pH=Acidez ativa.

2.4.3 Producao de indculo/inoculacao

A multiplicacdo do indculo se deu simultaneamente ao desenvolvimento das cultivares.
Cada um dos isolados foi repicado sob condi¢do asséptica para placas de Petri contendo meio
BDA com o auxilio de um furador de 8 mm de didmetro. Aos doze dias, os isolados
monospdricos foram submetidos a estresse fisico onde a coldnia micelial foi raspada com um
bastdo de aco estéril. Em seguida, os isolados foram novamente acondicionados em camara de
crescimento com temperatura ajustada para 25°C e as placas cobertas por um pano crepe € sob

luz fluorescente continua por 48 horas para estimular esporulacdo abundante.

Ap6s a esporulacdo, cada placa contendo o isolado monospérico foi lavada com 20 ml
de dgua destilada estéril e foi realizada raspagem com o auxilio de um pincel de cerdas macias
para desprendimento dos conidios. Apds a lavagem, a solucdo foi filtrada em gaze e a
concencentragdo de conidios foi estimada em cimara de Neubauer. Para inoculacdo, a
suspensdo conidial foi ajustada para 3 x 10° conidios.ml™". Foram inoculados 20 ml da solucio
em cada bandeja através de pulverizador manual, sendo distribuidos de maneira homogénea
entre todas as plantas 21 dias apds a semeadura quando as plantas apresentaram cerca de 25 cm

de altura.

Imediatamente apds a inoculagdo, as bandejas foram acondicionadas em camara tmida,
com umidade relativa elevada a 95% proporcionada por umidificador em ambiente fechado e
sem luminosidade. Apds 24 horas, as bandejas foram retiradas da camara umida,

permanecendona casa de vegetacdo durante 12 dias para as avaliagdes.
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2.4.4 Avaliacoes Epidemiologicas

O periodo de incubagdo e o de laténcia foi determinado por observacdes didrias (entre as
12 e 14 h). O periodo de incubacdo refere-se ao periodo entre a inoculag¢do e o surgimento dos
primeiros sintomas visiveis da interacdo patdégeno-hospedeiro. O periodo de laténcia refere-se
ao periodo de tempo decorrido desde a inoculagdo das plantas (contato entre patdgeno e
hospedeiro) até que as primeiras lesdes rompam a epiderme expondo as estruturas reprodutivas
do patégeno. Para estudo de progresso temporal da doenca, a cada 3 dias, as plantas foram
avaliadas através de analise visual das classes de desenvolvimento da brusone, aos 3, 6,9 ¢ 12
dias apds inoculacdo, totalizando dezesseis avaliagdes, sendo 4 repeti¢cdes e 4 avaliacdes por
repeticdo. Cada linha contendo uma cultivar recebeu nota média de acordo com a escala de
notas de seis graus proposta por Leung et al. (1988), modificada pela adicao da nota 4 de uma
escala padronizada de 1 a 9 do Standard Evaluation System for Rice (IRRI, 1988), (0, 1, 3, “4”,
5,7 e9) (Figura 5). A escala de sete graus utilizada permite diferenciar com clareza os tipos de
infec¢do, sendo:
e (- Auséncia total de lesoes;
e 1 - Pequenas lesdes do tipo cabeca de alfinete de cor marrom e que ndo se
desenvolvem;
e 3 - Lesdes pequenas, em sua maioria pouco alongadas, com pouco ou nenhuma
esporulagdo;
e 4 - Poucas lesdes tipicas e esporulativas, com centro cinza caracterizado por
algumas lesdes abertas;
e 5 - Muitas lesdes tipicas e altamente esporulativas que podem estar isoladas ou
coalescentes;
e 7-Lesdes coalescentes e com mais de 50% da area foliar afetada;

® O - Muitas lesdes que coalescem, causando murcha e morte das folhas.
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FIGURA 5. Escala de notas usada na analise do

fendtipo da interacdo entre isolados de M. grisea e
plantas de arroz. As notas 1 e 3 s@o dadas para
reacdes de resisténcia e as notas 4, 5, 7 e 9 para
reacdes crescentes de susceptibilidade entre o

patégeno e o hospedeiro.

A reacdo da planta foi considerada como resistente (R) quando recebeu nota de

severidade menor ou igual a 3 e suscetivel (S) quando a nota foi igual ou superior a 4.

A partir destes dados foi calculada a ASCPD para cada um dos tratamentos, através

de integracdo trapezoidal, utilizando a equacao:

n
ASCPD= Y ([ Yis1+ Y) x 0,5] [ Ty — Ti]
i=1

Onde: Y; = nota de brusone nas folhas na i-ésima observacdo, T; = tempo (em dias) no

momento da i-ésima observagdo e n= nimero total de observa¢des (Shaner & Finney, 1977). A

curva de progresso da doenga (r) também foi estimada através dos dados de severidade ao longo

49



do tempo, sendo r= nota de brusone foliar/dia. A severidade observada foi aquela observada no

momento da ltima avaliagdo realizada.

2.5 Analises estatisticas

Os dados de crescimento micelial em placas de Petri, periodo de incubacido e de
laténcia, severidade de brusone nas folhas e drea sob a curva de progresso da doenca (ASCPD)
foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) utilizando o programa SISVAR (Ferreira,
2000), e as estimativas dascorrelacdo foram obtidas através do programa ASSISTAT (Silva,
1999) As variacdes entre os tratamentos foram comparadas através do teste de Scott & Knott
(1974) ao nivel de 5% de probabilidade. Para as varidveis quantificadas, foram estimadas as

correlagdes suas significancias avaliadas pelo teste T.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento micelial de isolados monospéricos de Magnaporthe grisea in

vitro

Os 35 isolados monospdricos de M. grisea oriundos dos Estados do Tocantins, Goids e
Pard, apresentaram diferencgas significativas (p<0,05) no desenvolvimento micelial in vitro. A
ANOVA indica diferencga significativa tanto para o crescimento micelial inicial (aos 3 dias ap6s
a repicagem - DAR), quanto para o intermedidrio (6 DAR e 9 DAR), final (12 DAR) e ASCCM
(Tabela 4). A andlise de crescimento micelial in vitro indicou que os isolados foram separados
em 3 grupos de acordo com a ASCCM, um de lento crescimento in vitro (D-2, LC-5 e D-1),
outro de médio crescimento micelial (PA-5, PA-3, D-2, PA-2, F-9, F1-B, F-11, D-3, F-10, F-1 e
LA-1) e outro de rdpido crescimento in vitro (PA-4, LC-4, F-4, F-8, F-2, F-5, LC-8, PA-7, PA-
6, LC-1, LC-3, PA-1, F-3, PA-9, F-3B, D-4, LC-7, LC-6, PA-8, LA-2 e D-5). A origem
geografica dos isolados ndo foi correlacionada com seu crescimento micelial, pois isolados de
regides diferentes distribuiram-se em todos os grupos. Tanto aos 12 DAR, quanto na ASCCM,
os isolados LC-5, D-1 e D-2 obtiveram as menores médias de crescimento micelial. Ja o isolado
LA-2, em todas as avalia¢des, esteve entre os 3 isolados que apresentaram maior crescimento,

refletindo diretamente na ASCCM.
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Para efeito de tratamento controle, os isolados F-1 e F-3, repicados da cultura
monosporica original, foram comparados com os isolados (F-1 B e F-3 B), sendo estes os
mesmos gendtipos, porém com 3 repicagens sucessivas in vitro Observou-se que, em algumas
épocas de avaliacdo, houve diferenca significativa do crescimento micelial entre os mesmos
gendtipos quando o nimero de repicagens foi diferente. Aos 3 DAR, os isolados F-1 B e F-3 B,
obtiveram letra (a) no teste de médias Scott & Knott (1974), ja os isolados F-1 e F-3, obtiveram letra
(b) no teste de médias Scott & Knott (1974), portanto diferentes estatisticamente pelo teste F (Tabela
3).

Apbs o estresse ao qual foram submetidas as culturas monospdricas, com o objetivo de
induzir esporulagdo para posterior inoculacdo em plantas, detectou-se que, tanto em placas de
Petri referentes ao mesmo isolado quanto a isolados distintos, houve grande diferenca na
producido conidial. Os dados de crescimento micelial in vitro, inicial (3 DAR), irntermediério (6
e 9 DAR) e final (12 DAR), assim como a observagao de variabilidade na produgao de conidios
sdo indicativos de elevada variabilidade entre os isolados estudados, o que sugere elevada

variabilidade das populacdes do Centro-Norte do Brasil.

Os aspectos morfoldgicos e culturais do patégeno em estudo sdo importantes.
Repicagens excessivas podem provocar alteracdes fisioldgicas, bioquimicas, genéticas e
estruturais em fases de desenvolvimento tanto do patdégeno quanto da doenga causada por ele.
Dias Neto (2008) verificou influéncia negativa do numero de repicagens na producdo de
conidios de M. grisea. Diversos autores também detectaram problemas, como perda da
viabilidade, mudancas fisiologicas e morfoldgicas, decréscimo e/ou perda da capacidade de
esporulagcdo, declinio e perda da patogenicidade (Bueno et al., 2006; Meyer et al., 2006;
Vechiato et al., 2003; Ignoffo efal., 1982). Camargo Junior (2004), trabalhando com
Glomerella cingulata, verificou que a producdo de peritécios em grandes aglomerados sé
aconteceu nas primeiras placas isoladas. Segundo o autor, apds repicagens sucessivas do
isolamento inicial, o fungo foi perdendo a capacidade de formacdo de estruturas reprodutivas

tanto para os parentais como para as culturas monosporicas.
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TABELA 3. Crescimento micelial (mm) aos 3, 6, 9 e 12 dias apds a repicagem (DAR) em meio de cultura
batata-dextrose-dgar (BDA) e drea sob a curva de crescimento micelial (ASCCM) de isolados monospéricos de

M. grisea, coletados nos estados do Tocantins, Goids e Par4d. UnB/Embrapa CENARGEN, Brasilia, 2009.

3 DAR* 6 DAR* 9 DAR* 12 DAR* ASCCM
Isolado Area (mm”) Isolado Area(mm®) Isolado Area(mm’) Isolado Area(mm’) Isolado u.a.
D-2 189,7 a D-1 720,3 a LC-2 19494a  LC-5 28775 a D-1 13629,0 a
D-1 1899 a D-2 760,2 a LC-5 2026,7 a D-2 3162,8 a LC-5 14028,3 a
F-1B 1919 a LC-5 8579 a D-1 2042,0 a D-1 31813 a D-2 14601,3 a
PA-2 2072 a LC-4 905,4 a PA-5 2306,8 b F-11 3730,6 b LC-2 16394,6 b
D-3 2125a F-9 938,93 a PA-3 2331,7b F-4 37914 b F-9 16543,7b

F3B  2240a  PA-5  997,29b D2 23354b F9  38103b PA-3  16713,1b
PA-3  2278a  F-1B  1030,8b  PA2  24062b IC-1  38349b  PA-5  167445b
PA-4  2350a F-10 10406 b F-9 24273b  LA-1  3836,5b  PA2  169618b
LC-4  237.6a D-3 10543b  F-1B 24322b PA-5  38640b  F-1B 17070,6 b
F-10  2399a F-1 10569b  F-11  24717b  PA3  3864,1b LC-4  171850b

F-9 243,1a  PA2  1077,0b D-3 24735b LC-3  39238b  D-3 17296,9 b
LC-8  2700a  PA-3  10793b  F-10  2483,6b PA-2  39269b  F-10 173042 b

F-2 272,1a D-4 1101,9b F-1 25143b  F-2  39718b  F-11 17612,3 b

PA-6 2774 a LA-1 1112,8b LA-1 25394 b LC-4 39740 b F-1 17642,5b

F-8 285,0b LC-2 1116,5b PA-4 25773 ¢ F-1 3983,8 b LA-1 17671,0b
PA-1 286,7b F-8 1117,0b LC-4 2598,1 c F-10 4007.8 b F-2 18086,8 ¢
LC-7 290,1b F-2 11416 b F-4 25984 c LC-2 4043,0 b F-8 181194 ¢
LC-6 295,1b PA-4 11964 c F-8 2604,3 c D-3 4050,6 b F-4 181979 ¢

PA-9 309,1b PA-7 1201,1 ¢ F-2 2629,1 ¢ F-8 4066,5 b PA-4 18292,8 ¢
PA-8 311,40 LC-8 1208,6 ¢ F-5 2638,8 ¢ F-1B 4070,3 b PA-7 18711,6 ¢
PA-7 3140b F-11 1211,6 ¢ LC-8 2648,1 ¢ D-4 4120,6 b LC-3 18746,3 ¢
F-4 3155b F-3 12144 c PA-7 26500c F-3B 41274b LC-1 18763,6 ¢
F-1 317,6 b PA-9 12272 ¢ PA-6 2654,8 ¢ PA-1 4139,0 b LC-8 18768,8 ¢
D-4 318,6 b F-3B 12483 c LC-1 2669,4 c PA-7 4143,1 b D-4 19064.,2 ¢
LA-1 319,7b LC-3 12487 c LC-3 26792 ¢ PA-4 4177,5b F-3B 190752 ¢

F-11 322,0b F-4 1256,2 ¢ PA-1 2721,1 ¢ F-3 4193,7b PA-6 19125,7 ¢
F-3 334,6 b PA-6 1266,4 ¢ F-3 27744 c D-5 42314b PA-1 19206,4 ¢
PA-5 3453Db LC-1 12712 ¢ PA-9 2806,9 ¢ PA-9 4237,1b F-3 192614 ¢
LC-5 352,6b LC-6 12859 ¢ F-3B 28222 ¢ LC-8 42589 b PA-9 19385,8 ¢
D-5 354,1b PA-1 13247 c D-4 28738 ¢ PA-8 43169b F-5 19858,4 ¢

LC-3 3589Db PA-8 1348,8 ¢ LC-7 2948,7 ¢ LC-7 4330,3b LC-6 20268,0 ¢
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LC-2 3773b LC-7 1390,3 ¢ LC-6 2983,6 ¢ PA-6 43529b LC-7 20383,1 ¢
LA-2 384,1b F-5 1390,7 ¢ PA-8 30290 c LC-6 4382,7b PA-8 205434 ¢

F-5 386,0b D-5 14164 c LA-2 3064,7 c F-5 4407.8 b D-5 21081,8 ¢
LC-1 396,4b LA-2 1488,3 ¢ D-5 31409c  LA-2 44793 b LA-2 21530,6 ¢

Médias 2912 11515 2.5942 3.996,3 18.110,6
CV.(%) 219 13,6 12,2 8,8 9,5

* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Scott & Knott (1974).

Ignoffo et al, (1982) atribuiu a perda da capacidade esporulativa e infectiva de fungos
entomopatogénicos a repicagens sucessivas em meio de cultura. Vechiato et al, (2003),
estudando Diaporthe spp, € Diaporthe phaseolorum, causador de queima da haste e da vagem e
o cancro da haste da soja, respectivamente, atribuiram baixa viruléncia a perda de
patogenicidade devido ao procedimento de repicagens sucessivas durante o periodo de

manutencao do fungo em tubos contendo meio de BDA.

Embora os resultados destes estudos devam ser analisados com cautela, pois ndo foi
realizada a homogenizag@o dos tratamentos (isolados monospdricos) em relagdo a quantidade de
repicagens das culturas monospdricas originais, as evidéncias aqui coletadas demonstram

variagdes no crescimento micelial indicativas de variabilidade genética entre os isolados.

3.2 Determinacio de componentes monociclicos em cultivares com diferentes niveis

de resisténcia

Quando os isolados monospdricos foram inoculados com suspensdo conidial ajustada
para 3,10°,ml" nas cultivares Caloro e Fanny, suscetiveis a brusone do arroz, todos se
apresentaram virulentos (causaram doenca), porém com niveis de agressividade diferentes,
demonstrados por meio da andlise de variincia (p<0,05), sendo as médias comparadas pelo teste
de Scott & Knott (Tabela 5). Todos os isolados foram patogénicos também na cultivar Oryzica
Llanos 5, padrao de resisténcia durdvel e também separaram-se quanto a viruléncia e
agressividade (sensu Andrivon, 1993) (algumas reacdes ndo foram compativeis, portanto os

isolados foram avirulentos e o hospedeiro resistente) (p<0,05, Tabela 5).
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3.2.1 Periodo de Incubacio e Laténcia

Observaram-se diferencas significativas (p<0,05) na interagdo cultivar x isolado quanto
ao periodo de incubagdo, o que indica que a viruléncia dos isolados variou de acordo com a
cultivar em que foi inoculado. As cultivares controle (Caloro e Fanny) foram suscetiveis a
todos os isolados testados. O periodo de incubagdo nas cultivares suscetiveis variou entre 1,00
dia (isolado F-2) e 5,75 dias (isolado LA-2) na cultivar Caloro; e entre 1,00 dia (isolado F-2) e
6,25 dias (isolado LA-2) na cultivar Fanny. A cultivar Oryzica Llanos 5 foi resistente a maior
parte dos isolados, mas apresentou-se suscetivel (quebra de resisténcia) a parte do isolados de
M. grisea utilizados no estudo. Quando os isolados monospéricos foram inoculados na cultivar
Oryzica Llanos 5, o isolado D-1 apresentou o menor periodo de incubagdo (2 dias) e o isolado

LA-2 apresentou o maior periodo de incubacio (6,25 dias) (Tabela 4).

TABELA 4, Periodo de Incubacido (dias) de isolados monospéricos de
Magnaporthe grisae, coletados nos estados do Tocantins, Goids e Pard, UnB.

Brasilia, 2009.

Variedade Caloro* Variedade Fanny* Variedade Oryzica Llanos 5*

Isolado  Incubagdo (dias) Isolado Incubagdo (dias) Isolado Incubagao (dias)
F-2 1,00 a F-2 1,00 a D-1 2,00 a
LC-5 2,00 b D-1 2,00 b LC-4 3,00b
D-4 2,70 c F-5 2,75 ¢ D-2 3,00b
F-1 2,50 c F-9 2,75 ¢ LC-5 3,00b
D-2 3,00 c LC-1 3,00c D-3 3,00b
F-5 3,00c LC-5 3,00c LC-2 3,00b
LC-1 3,00c D-4 3,00c F-2 3,00b
D-3 3,00c LC-2 3,00c F-1B 3,50 ¢
D-1 3,00c F-1 3,00c F-9 3,75¢
F-3 3,00c PA-2 3,00c LC-8 3,75¢
LC-2 3,00c PA-6 3,00c PA-8 3,75¢
LC-4 3,00c F-3 3,00c PA-9 3,75¢
F-1B 325¢ LC-4 3,00c PA-7 3,75¢
PA-9 325¢ D-2 3,00c LC-7 3,75¢
PA-8 325¢ LC-7 3,00c D-4 3,75¢
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F-9 325¢ PA-5 325¢c F-4 4,00 ¢

PA-5 3,25¢ PA-8 3,25¢ LC-1 4,00 c
LC-6 3,25¢ F-3B 3,25¢ F-1 4,00 ¢
PA-4 3,25¢ LC-6 3,25¢ PA-5 4,75d
F-3B 3,25¢ F-1B 3,25¢ F-3B 5,00d
LC-7 3,50 ¢ PA-4 325¢ F-3 5,00d
LA-1 3,50 ¢ PA-7 325¢ PA-3 5,00d
PA-2 3,50 ¢ LC-8 3,50d F-8 5,00d
PA-7 3,50 ¢ F-8 3,50d PA-1 5,00d
PA-6 3,75d LA-1 3,50d PA-2 550¢€
LC-8 3,75d PA-9 3,50d PA-6 550¢€
PA-1 3,75d F-10 3,50d F-10 575¢
F-8 3,75d PA-1 3,75¢ LA-1 6,00 e
F-10 3,75d PA-3 4,00 e PA-4 6,00 e
PA-3 4,00d F-4 4,00 e D-5 6,00 e
F-4 4,00d F-10 4,00 e LC-6 6,00 e
F-10 4,00d LC-3 4,00 e F-5 6,00 e
LC-3 4,00d D-5 5,50 f F-10 6,00 e
D-5 5,00e D-3 575f LC-3 6,00 e
LA-2 5,50 f LA-2 6,25¢ LA-2 6,25 ¢
Média 3,37 3,40 4,47
C.V.(%) 10,32 10,32 10,32

* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F. Médias seguidas
pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Scott & Knott (1974).

A cultivar Oryzica Llanos 5 apresentou lesdes quando inoculada com todos os isolados
testados,, muito embora os maiores periodos de incubacdo e laténcia, em média, tenham
significado epidemioldgico e provavelmente levam a menor severidade no campo. Entretanto,
foi necessdrio um dia a mais para os isolados atingirem o periodo de incubag¢do em comparagdo
as cultivares suscetiveis (Tabela 4). O isolado F-2, especificamente quando inoculadoem Oryza
Llanos 5, completou o periodo de incubacdo apenas aos 3 dias, sendo que, nas cultivares
suscetiveis (Caloro e Fanny), um dia apds a inoculagdo ja causou sintomas de brusone nas

folhas, concluindo o periodo de incubacgio.
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Silva et al, (2001), estudando o fungo Uromyces appendiculatus, causador da ferrugem
do feijoeiro, também observaram diferencas no periodo de incubagdo de acordo com o nivel de
resisténcia da cultivar. Segundo os autores, nas cultivares suscetiveis observaram-se perfodos de

incubacdo mais curtos que as moderadamente resistentes.

Prabhu & Fillipi (2001), estudando graus de resisténcia a brusone em cultivares de arroz
de terras altas, também observaram diferentes comportamentos entre as cultivares quanto a
resisténcia. Segundo os autores, o grau de resisténcia das cultivares possivelmente seja
dependente da freqiiéncia de isolados virulentos no campo. A obteng@o de resisténcia durdvel a
patégenos em cereais € dificultada pelo elevado nimero de ragas virulentas dos mesmos. Este
problema se agrava especialmente em espécies autdgamas, geralmente cultivadas em vastas
dreas como cultivares geneticamente uniformes, o que proporciona o surgimento e multiplicagdo
de novas racas virulentas do patégeno (Thomé, 1999). Dias Neto (2008) relatou a ocorréncia de
mais de 50 ragas fisiologicas de M. grisea na regiao Norte através de inoculagdes em cultivares

diferenciadoras.

Quanto ao periodo de laténcia, 12 dos 35 isolados monospdricos em estudo, (F-1, F-2,
F-5, F-9, F-10, LC-1, LC-2, LC4, D-2, P-2 e P-6) apresentaram lesdes esporulativas,
correspondente as notas igual ou maiores que 4 da escala utilizada (Tabela 5). Essa reacdo
indica quebra de resisténcia e a possibilidade de miltiplos ciclos no campo, pois lesdes
esporulativas permitem a geracdo de lesdes subseqiientes através da formagdo de conidios.
Além disso, verificou-se que os 11 isolados apresentaram diferencas significativas (p<0,05)
entre si quanto ao periodo de laténcia, variando de 6,0 a 11,75 dias. O isolado F-2, além do
menor periodo de incubacio e de laténcia na variedade Oryzica Llanos 5, apresentou alto nivel
de agressividade, resultante do menor periodo de laténcia em todas as cultivares estudadas,
independentemente do nivel de resisténcia das mesmas. Apds 2 dias, causou lesdes
esporulativas nas cultivares Caloro e Fanny. Quando inoculado na cultivar Oryzica Llanos 5,
concluiu o periodo de laténcia em apenas 6 dias (Tabela 6). Os demais isolados que quebraram

resisténcia da cultivar Oryzica Llanos 5 apresentaram periodo de laténcia entre 6 e 11,75 dias.

Em trabalho realizado com a ferrugem do feijoeiro, Silva et al, (2001) também
evidenciaram que o periodo de laténcia foi mais longo nas cultivares moderadamente resistentes
do que nas cultivares suscetiveis. Segundo Shaner & Hess (1978), periodos de laténcia mais

prolongados, lesdes menores e menor producido de esporos sdo componentes que atrasam ou
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reduzem a magnitude de vérios estdgios do ciclo reprodutivo do patégeno, tornando mais lento
o progresso da doenca em campo. Vdrios estudos mostraram a alta correlacdo destes
componentes com a resisténcia parcial a doencas fiingicas em cereais (Ohm & Shaner, 1976;

Andres &Wilcoxson, 1986).

Os resultados obtidos no presente estudo seguem a tendéncia tradicionalmente j4
proposta por diversos autores, incluindo Ohm & Shaner (1976), Sztejmberg & Whal (1976),
Parlevliet (1979) e Whal et al, (1980), que relacionam a baixa freqii€ncia de infec¢do, periodo
latente longo e baixa producao de esporos a cultivares com maior nivel de resisténcia. Foi o que
se observou na intera¢do de Oryzica Llanos 5 e isolados de M. grisea da regido Centro-Norte.
Segundo Chaves et al, (2004), no patossistema aveia/ferrugem, o periodo de laténcia foi um dos
componentes de resisténcia que apresentaram maior correlacdo negativa com a intensidade de
doenga no campo. Tais valores apresentaram consisténcia ao longo dos 3 anos de avaliagao.
Assim, sugerem que o periodo de laténcia pode ter uma forte influéncia sobre a expressiao da

resisténcia quantitativa em campo.

O patossistema arroz/brusone segue o modelo anti-horédrio de infec¢do proposto por
Bergamim Filho (1995) promovendo, além de novas lesdes nas folhas, o aumento das lesdes
iniciais. Quando alterado o periodo de incubacdo e laténcia, os niveis de danos causados sdo

amenizados de acordo com o aumento do tempo destas variaveis.

Para brusone, o periodo de laténcia também pode ser influenciado pelas varia¢des
climéticas. Em ecossistemas temperados, a epidemia de brusone pode ter de 7 a 8 ciclos por
estacdo ou ano, enquanto que nas regides tropicais podem ocorrer de 10 a 15 ciclos por estagdo

de cultivo (Garrido, 2001).

TABELA 5. Periodo de laténcia (dias) de isolados monospoéricos de Magnaporthe
grisae, coletados nos estados do Tocantins, Goids e Pard, UnB/Embrapa

CENARGEN. Brasilia, 2009.

Variedade Caloro* Variedade Fanny* Variedade Oryzica Llanos 5**

Isolado  Laténcia (dias) Isolado Laténcia (dias) Isolado Laténcia (dias)
F-2 2,00 a F-2 2,00 a LC-3 NFC
PA-6 5,00 b PA-8 5,00 b PA-7 NFC
PA-7 5,25b PA-6 5,00 b PA-9 NFC
LC-3 5,25b LC-3 525b LA-2 NFC
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PA-4 5,25b PA-4 5,25b PA-4 NFC

F-1 5,25b F-1B 5,25b PA-3 NFC
F-9 5,25b F-1 5,25b PA-1 NFC
PA-8 5,25b F-9 5,25b LA-1 NFC
LC-4 5,25b LC-4 5,25b LC-8 NFC
LA-1 5,50b PA-7 5,50b F-8 NFC
PA-2 5,50b PA-2 5,50b PA-8 NFC
PA-1 5,50b PA-9 5,50b PA-5 NFC
PA-9 5,50b PA-1 5,50b LC-7 NFC
LC-2 5,75 ¢ F-5 5,75¢ F-4 NFC
F-5 5,75 ¢ LC-2 5,75 ¢ D-1 NFC
LC-8 5,75 ¢ LC-8 5,75 ¢ F-3 NFC
F-3 5,75 ¢ F-3B 5,75¢ F-3B NFC
LC-6 6,00 ¢ LC-1 6,00 ¢ D-5 NFC
F-10 6,00 ¢ LA-1 6,00 ¢ D-4 NFC
F-1B 6,00 ¢ F-10 6,00 ¢ LC-5 NFC
LC-1 6,00 ¢ F-3 6,00 ¢ D-3 NFC
PA-5 6,00 ¢ PA-5 6,00 ¢ LC-6 NFC
F-4 6,00 ¢ F-4 6,00 ¢ LC-2 6,00 a
D-4 6,00 ¢ PA-3 6,00 ¢ F-2 6,00 a
PA-3 6,00 ¢ D-4 6,00 ¢ F-1 6,00 a
F-3B 6,00 ¢ D-2 6,00 ¢ F-5 7,75 b
D-2 6,00 ¢ LC-7 6,25 ¢ PA-6 8,75 ¢
LC-5 6,25 ¢ LC-6 6,25 ¢ LC-1 9,00 ¢
LC-7 6,25 ¢ D-1 6,25 ¢ D-2 9,00 ¢
F-8 6,75 ¢ F-8 6,75 ¢ LC-4 9,00 ¢
D-1 7,75d LC-5 7,75d F-9 925¢
D-3 8,25d D-5 8,75 ¢ F-1B 10,75d
D-5 9,00 e D-3 9,00 e PA-2 11,00 d
LA-2 925e¢ LA-2 9,25 ¢ F-10 11,75 ¢
Média 5,95 5,94 8,69
C.V.(%) 8 8 3,7

NFC-Nao formaram conidios.

*#* Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade pelo teste F. * Significativo ao nivel de
5 % de probabilidade pelo teste F. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Scott & Knott, 1974.

Do total dos isolados estudados, 12 (34 % - LC-2, F-2, F-1, F-5, PA-6, LC-1, D-2, LC-4,
F-9, F-1B, PA-2, F-10) quebraram a resisténcia da cultivar Oryzica Llanos 5. Analisando-se a
origem geogréfica de tais isolados, observou-se a ocorréncia de pelo menos um isolado oriundo
de cada uma das regides de arroz amostradas no Centro-Norte do Pais (Goids, Tocantins e Pard)
com capacidade de quebrar a resisténcia de Oryzica Llanos 5. A tnica com excecdo foi com
relacdo a isolados de Luis Alves (GO), possivelmente pela pequena representabilidade de
1solados desta regido neste estudo (apenas dois isolados testados). Desta forma, constata-se a

capacidade de quebra em curto prazo de resisténcia na cultivar Oryzica Llanos 5,caso seja usada
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como fonte de resisténcia visando melhoramento de cultivares de arroz para a regido Centro-

Norte do pafs.

3.2.3 Severidade e ASCPD nas folhas arroz

A andlise conjunta da interagdo de 35 isolados monospéricos com as cultivares Caloro e
Fanny (suscetiveis) mostra que todos os isolados foram virulentos (sensu Andrivon, 1993),
entretanto com niveis de agressividade diferenciados significativamente. Nestas cultivares, ndo
houve predominéncia de isolados quanto a agressividade em relacdo a origem de coleta. A
andlise de varidncia dos dados em cada estddio e da drea abaixo da curva de progresso da
doenga (ASCPD) mostrou que o efeito da interag@o cultivar x isolado foi significativo (p<0,05)
em relacdo a brusone nas folhas (Tabela 7), o que indica que a agressividade dos isolados

dependeu da cultivar de arroz em que o isolado foi inoculado.

Em média, as ASCPD nas cultivares suscetiveis (Caloro — 40,48 e Fanny — 40,63) foram
bem maiores que na cultivar Oryzica Llanos 5 (14,97). Tal constatacio demonstra que, apesar
da quebra de resisténcia, a cultivar Oryzica Llanos 5 apresenta um maior grau de resisténcia
horizontal (sensu Van der Plank 1963), que Caloro e Fanny. Na cultivar Caloro, os isolados F-9
(57,0), PA-8 (54,75), PA-6 (52,50), PA-2 (52,50), PA-4 (52,25) e LA-1 (49,50) foram os
responsdveis pelas maiores médias de ASCPD. Na cultivar Fanny, as maiores médias de
ASCPD foram alcangadas pelos isolados PA-8 (56,25), PA-6 (56,25), F-9 (54,75), PA-6
(53,25), PA-2 (53,25), PA-1 (49.5). J4 na cultivar Oryzica Llanos 5, a ASCPD dos isolados
mais agressivos foram bem inferiores LC-2 (34,12), F-2 (33,00), F-1B (31,50), F-9 (31,12), F-1
(30,00), D-2 (28,5) (Tabela 6).

Revela-se grande sobreposicdo entre os isolados mais agressivos as cultivares Caloro e
Fanny. No entanto, a sobreposicdo é quase nula entre os isolados agressivos as cultivares
Caloro e Fanny e aqueles agressivos a cultivar Oryzica Llanos 5, o que foi indicado pela

interacdo diferencial isolado x cultivar.
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TABELA 6. Severidade de brusone nas folhas de 3 variedades de arroz, Caloro , Fanny e Oryzica Llanos 5; aos 3,6,9, 12 dias ap6s a inoculagio (DAI) e drea sob a curva

de progresso da doenga (ASCPD), UnB/Embrapa CENARGEN. Brasilia, 2009.

Caloro* Fanny* Oryzica Llanos 5*

ISOL, AACPD 3DAI 6DAI 9DAI 12DAI ISOL, AACPD 3DAI 6DAI 9DAI 12DAI ISOL, AACPD 3DAI 6DAI 9DAI 12DAI

D-5 22,125 a 1,000 a 1,414 a 2,236 a 2,396 a LA-2 21,750 a 1,000 a 1,311a 2,236 a 2,450 a LA-2 6,75a 1,00 a 1,311a 1414 a 1,414 a
LA-2 22,875 a 1,000 a 1,560 a 2,177 a 2,396 a D-5 22,875 a 1,000 a 1,414 a 2290 a 2,396 a F-8 6,75a 1,00 a 1,311a 1,414 a 1,414 a
D-1 26,625 a 1,414 b 1,560 a 2,289 a 2,289 a D-3 24,000 a 1,000 a 1,561 a 2,236 a 2,450 a PA-3 7,50 a 1,00 a 1414 a 1414 a 1,414 a
D-3 28,875 a 1,414b 1,560 a 2,396 b 2,396 a LC-5 25,500 a 1,414 c 1,561 a 2236 a 2236 a D-5 7,50 a 1,00 a 1,414 a 1414 a 1414 a
LC-7 32,625 b 1,207 a 2,031b 2,384 b 2,396 a LC-7 33,375b 1,414 c 2,030 c 2,290 a 2,396 a LC-3 7,50 a 1,00 a 1414 a 1414 a 1,414 a
F-3B 33,375b 1,311b 2,236 b 2236 a 2,396 a D-2 33,750 b 1,414 c 2236¢ 2236a 2,343 a LA-1 7,50 a 1,00 a 1414 a 1414 a 1414 a
LC-3 35,625 b 1,000 a 2,396 ¢ 2,396 b 2,396 a F-3 33,750 b 1,414 c 2,236 ¢ 2,236 a 2,343 a F-10 7,50 a 1,00 a 1414 a 1414 a 1,414 a
F-3 36,000 b 1,414b 2,289b 2342 a 2,343 a F-8 34,500 b 1,207 b 1,825b 2,544 ¢ 2,639b PA-1 7,50 a 1,00 a 1414 a 1414 a 1414 a
D-4 36,375 b 1,560 b 2,236 b 2,289 a 2,396 a F-3B 36,000 b 1311c 2,289 ¢ 2,343 b 2,450 a LC-6 7,50 a 1,00 a 1414 a 1414 a 1,414 a
F-8 36,750 b 1,103 a 2,118b 2,544 b 2,639b D-4 36,375 b 1,414 c 2,236¢ 2,396 b 2,396 a F-3 7,50 a 1,00 a 1,414 a 1,414 a 1414 a
D-2 36,750 b 1,414 b 2,236 b 2,396 b 2,449 a PA-9 36,750 b 1,207 b 2,342 ¢ 2,396 b 2,450 a F-4 7,50 a 1,00 a 1414 a 1414 a 1,414 a
PA-5 37,500 b 1,311b 2,236 b 2,449 b 2,544 b PA-5 37,500 b 1311¢ 2,236¢ 2,449 b 2,544 b F-3B 7,50 a 1,00 a 1414 a 1414 a 1414 a
F-5 38,250 b 1,414 b 2,289 b 2,449 b 2,449 a D-1 37,500 b 1,414 c 2,030 c 2,544 ¢ 2,544 b PA-9 825a 1,103 a 1414 a 1414 a 1,414 a
LC-2 38,250 b 1,414b 2,289b 2,449 b 2,449 a PA-3 39,000 b 1,000 a 2,236¢ 2,639 ¢ 2,639b PA-8 825a 1,103 a 1,414 a 1,414 a 1,414 a
LC-6 38,250 b 1,311b 2,236 b 2,544 b 2,449 a F-4 39,000 b 1,000 a 2,236 ¢ 2,639¢ 2,639b LC-8 825a 1,103 a 1414 a 1414 a 1,414 a
LC-5 38,250 b 2,000 ¢ 2,177b 2236 a 2,236 a PA-8 40,500 ¢ 1311¢ 2342 ¢ 2,544 ¢ 2,544 b LC-7 825a 1,103 a 1414 a 1414 a 1414 a
F-4 39,000 b 1,000 a 2,236 b 2,639¢ 2,639b F-10 40,500 ¢ 1,000 a 2,236 ¢ 2,639¢ 2,828 ¢ PA-5 825a 1,103 a 1414 a 1414 a 1,414 a
LC-1 39,750 b 1,414b 2,236 b 2,544 b 2,544 b LC-6 40,500 ¢ 1311¢ 2,030 ¢ 2,634d 2,639b D-4 825a 1,103 a 1,414 a 1,414 a 1414 a

60



PA-3 40,500 b 1,000 a 2,236 b 2,734 c 2,639b LC-1 42,000 ¢ 1,414 c 2,236 ¢ 2,544 ¢ 2,817¢ PA-4 9,75a 1,103 a 1,561 a 1414 a 1,414 a
F-10 40,500 b 1,000 a 2,236 b 2,639 ¢ 2817c¢ LA-1 42,000 ¢ 1,207 b 2236¢ 2,639 ¢ 2,828 ¢ D-3 10,50 a 141b 1414 a 1414 a 1414 a
LC-4 42,000 ¢ 1,414 b 2,396 ¢ 2,554 b 2,544 b LC-2 43,500 ¢ 1,414 c 2,289 ¢ 2,639¢ 2,734 c LC-5 10,50 a 1,41b 1414 a 1414 a 1,414 a
F-11 42,000 ¢ 1,103 a 2,231b 2,639 ¢ 2912¢ F-11 43,500 ¢ 1,207 b 2,396 d 2,544 ¢ 2912 ¢ PA-8 10,50 a 1,103 a 1,414 a 1,560 a 1,560 a
LC-8 42,750 ¢ 1,103 a 2,289 b 2,544 b 3,079d LC-3 43,500 ¢ 1,000 a 2,396 d 2,634d 2,734 c F-11 12,00 a 1,00 a 1414 a 1414 a 2,289 ¢
PA-8 44,250 ¢ 1,207 a 2,39 ¢ 2,639 ¢ 2817c¢ F-1 45,000 c 1,414 c 2,289 ¢ 2,634d 2,734 ¢ PA-2 21,00 b 1,00 a 1,707 a 2,000 b 2,289 ¢
PA-9 45,000 ¢ 1,311b 2,342 b 2,734 c 2,734 ¢ LC-4 45,000 ¢ 1,414 c 2,396 d 2,544 ¢ 2912¢ F-5 21,00 b 1,00 a 1414 a 2,236¢ 2,289 ¢
F-2 45,750 ¢ 2,236 d 2,236 b 2,396 b 2,449 a F-5 45,000 ¢ 1,561 ¢ 2,289 ¢ 2,639 ¢ 2,734 ¢ D-1 2475b 1,71 ¢ 1,853 b 1,853 b 1,853 b
F-1 46,500 ¢ 1,560 b 2,289 b 2,734 c 2,734 ¢ F-1B 47,250 ¢ 1311c 2,342 ¢ 2,817d 2,828 ¢ PA-6 25,125 b 1,00 a 1,707 a 2,289 ¢ 2,289 ¢
PA-1 46,500 ¢ 1,103 a 2,342b 2,828 d 2912¢ LC-8 47,250 ¢ 1,207 b 2,289 ¢ 2,634d 3,116d LC-4 25,50 b 1,41b 1,561 a 2,236 ¢ 2,289 ¢
F-1B 47,250 ¢ 1,311b 2,342 b 2,828d 2,817 ¢ F-2 47,250 ¢ 2,29d 2,236 ¢ 2,449 b 2,450 a LC-1 27,00 b 1,00 a 2,000 b 2,236¢ 2,236 ¢
LA-1 49,500 d 1,207 a 2,532¢ 2,828 d 2817c¢ PA-4 48,000 c 1311¢ 2,491d 2,634d 2817c¢ D-2 28,50 ¢ 1,41b 1,853 b 2,236 ¢ 2236¢
PA-4 50,250 d 1,311b 2,449 ¢ 2,828d 2912¢ PA-1 49,500 d 1,103 b 2,532d 2,817d 2912¢ F-1 30,00 ¢ 1,00 a 2,236¢ 2,236¢ 2,236 ¢
PA-6 52,500 d 1,103 a 2,449 ¢ 2995 e 3,079d PA-2 53,250d 1,414 c 2,634d 2,817d 2912 ¢ F-9 31,125 ¢ 1,103 a 2,177 ¢ 2,289 ¢ 2,289 ¢
PA-2 52,500d 1,311b 2,639 ¢ 2,828d 2912¢ F-9 54,750 d 1,561 c 2,616d 2,817d 2912¢ F-1B 31,50 ¢ 1,21a 2,236¢ 2,236¢ 2,236 ¢
PA-8 54,750 d 1,311b 2,449 ¢ 2995 e 3,079d PA-6 56,250 d 1,414 c 2,544 d 2995 e 3,079d F-2 33,00c 1,41b 2,236 ¢ 2,236 ¢ 2,289 ¢
F-9 57,000 d 1,311b 2,616 c 2,995 e 3,079d PA-8 56,250 d 1311c 2,544d 2,995 e 3,116d LC-2 34,125 ¢ 1,41b 2,236¢ 2,289 ¢ 2,289 ¢
Média 40,478 1,303 2,223 2,564 2,632 40,639 1,306 2,204 2,552 2,671 14,968 1,123 1,591 1,687 1,725
C,V,(%) 13,65 12,38 8,94 5,75 5,41 13,65 12,38 8,94 5,75 5,41 13,65 12,38 8,94 5,75 5,41

* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nio diferem significativamente entre si pelo teste de Scott & Knott (1974).

- Isolados (ISOL.)
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No presente trabalho foi possivel constatar a quebra de resisténcia genética da cultivar Oryzica
Llanos 5, oriunda da Coldmbia, até o momento considerada como padrio de resisténcia durdvel. De
acordo com Lopez-Gerena (2006), a resisténcia conferida pela cultivar desde o seu lancamento em
1989, ainda permanece efetiva. Na Colombia a interacio desta cultivar foi foi avaliada com centenas
de isolados do fungo, que foram incapazes de estabalecer reacdo compativel com ela. Em trabalho
realizado por Correa-Victoria & Zeigler (1993) utilizando 202 isolados oriundos de seis linhagens do
IRRI, os autores constataram resisténcia da cultivar Oryzica Llanos 5 a todos eles. O pedigree desta
cultivar é derivado de 4 fontes distintas de resisténcia a brusone, através de métodos de melhoramento
convencional (Correa-Victoria et al., 2004). Na Colémbia, a cultivar Oryzica Llanos 5 mostrou amplo
espectro de resisténcia nos testes International Rice Blast Nursery (IRBN) e alta estabilidade em
lavouras comerciais e nas parcelas de plantio seqiienciais (Prabhu & Fillipi, 2006). Tal nivel de
resisténcia ndo foi observado no presente trabalho, realisado em condi¢des controladas de casa de

vegetacao.

O grau de resisténcia das cultivares diminui com o tempo, ndo somente devido a mudanca na
composi¢do das racas de uma populacdo ou o aumento de freqii€ncia de uma raga compativel com o
gene de resisténcia, mas também devido a alteracdo na agressividade de isolados pertencentes a uma
mesma raga (Ahn et al,, 1996). Ahn (2000), avaliando diversas cultivares de arroz e isolados com
interacdo compativel com cada uma delas, verificou um aumento significativo e gradativo em
agressividade (porcentagem de drea foliar afetada) do isolado C101 AS51 (Pi-2). Dessa forma,
constatou-se mudanga na agressividade dentro da combinagdo raga-linhagem e o desenvolvimento de

uma nova raga dentro da linhagem genética do patégeno.

A ASCPD ¢ itil para revelar pequenas diferencas de agressividade do patégeno e niveis de
resisténcia do hospedeiro. Em gendtipos suscetiveis, a doenga geralmente comeca mais cedo e
desenvolve-se rapidamente, resultando numa maior ASCPD quando comparados com um genétipo
com resisténcia parcial onde a doenga comeca mais tarde e/ou desenvolve-se mais lentamente (Thomé
et al,,1999). Aos 9 DAI os mesmos niveis de significincia demonstrados pela ANOVA ocorreram
tanto para ASCPD quanto para severidade nos mesmos isolados. Dos 35 isolados testados, 12

quebraram resisténcia genética, demostrando ser esta a melhor fase de avaliagdo da doenca.

Segundo Chaves et al, (2004), a importancia dos componentes de resisténcia para redugao da
doenga no campo e, consequentemente, da ASCPD, pode variar dependendo do patossistema. Para
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ferrugem da folha do trigo e da cevada, por exemplo, o peridodo de laténcia é o componente mais
importante. J4 para ferrugem amarela do trigo, a freqiiéncia de infeccdo e a producdo de esporos
parecem ser os componentes mais importantes (Parlevliet, 1988). Assim, podem-se selecionar
gendtipos através da mensuracdo de um uUnico componente de resisténcia, se este apresentar alta
correlagdo com a ASCPD, conforme sugerido por Brake & Irwin (1992) e Thomé et al, (1997). Tal

procedimento pode ser de grande utilidade para acelerar a selecdo em programas de melhoramento.

3.2.4 Correlacoes entre crescimento in vifro e componentes monociclicos da brusone

Houve forte correlagdo, altamente significativa e positiva entre a ASCPD e a severidade da
doenga aos 6, 9 e 12 DAI para as 3 cultivares. Aos 3 DAI observou-se correlagdo significativa apenas
para as cultivares Fanny e Oryzica Llanos 5. Entretanto, a correlacdo mais forte foi observada aos 9
DAL, confirmando a melhor época de avaliagdo da doenga em condi¢des de casa de vegetacdo (Tabela
7). Prabhu & Filippi (2001) também constataram corelagdes positivas e altamente significativas entre

severidade de brusone nas folhas e ASCPD.

TABELA 7. Coeficiente de correlacdo (R) entre as varidveis drea sob a curva de progresso da
doenca (ASCPD), severidade da doenga aos 3, 6, 9 e 12 dias apds a inoculagdo (DAI) nas
cultivares de arroz Caloro, Fanny e Oryzica Llanos 5. UnB/Embrapa CENARGEN, Brasilia,
2009.

Variedades Varidveis 3 DAI 6 DAI 9 DAI 12 DAI

Caloro ASCPD 0,1187ns 0,8686%* 0,8869%* 0,8064**
Fanny ASCPD 0,3547* 0,8914%* 0,8893%* 0,3388%*
Oryzica Llanos 5 ASCPD 0,4720* 0,9257%* 0,9661%* 0,9130%*

ns = ndo significativo, ** = significativo a 1% de probabilidade pelo Teste t, * = significativo a

5% de probabilidade pelo Teste t.

A época de avaliagdao € de suma importincia para a determinag¢do de resisténcia a doencas.
Neste estudo percebe-se a diferenca do comportamento de isolados monospdricos quanto ao estddio de
desenvolvimento da doenca. Alguns deles, quando inoculados nas cultivares altamente suscetiveis, 0s

sintomas da doenca apareceram mais cedo, demonstrando um periodo de incubacdo mais curto.
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Comparando a andlise de crescimento in vitro e os componentes monociclicos dos isolados
monosporicos de M. grisea em estudo, notam-se algumas correlacdes que demonstram a consisténcia
dos parametros utilizados (Tabela 8). A adogdo destes parametros em programas de melhoramento
genético de arroz visando resisténcia a brusone é de suma importincia, principalmente nos testes das
cultivares usadas como fontes de resisténcia a brusone para determinada regido. A elevada diversidade
genética de isolados de M. grisea especialmente na regido Centro-Norte do Brasil, intensifica a
necessidade do conhecimento a fundo do comportamento dessas fontes de resisténcia perante ao

ataque de brusone.

Tabela 8 . Coeficiente de correlacdo (R) entre as varidveis drea abaixo da curva de crescimento
micelial (ASCCM), drea sob a curva de progresso da doenga (ASCPD), periodo de incubagao,

periodo de laténcia nas cultivares de arroz Caloro, Fanny e Oryzica Llanos 5.

Variedades Variaveis Incubacao Laténcia ASCCM
ASCPD -0,3143ns 0,4027* -0,0986ns
Caloro Incubagdo -0,2324ns 0,4425%*
Laténcia -0,2583ns
ASCPD -0,5474%* -0,7801%* -0,0234ns

Fanny Incubacio -0,7889%** 0,3728*
Laténcia 0,1002ns
ASCPD -0,4783%* -0,3512%* -0,4343%%*
Oryzica Llanos 5 Incubacio 0,1421ns 0,5300%*
Laténcia 0,0995ns

ns = ndo significativo, ** = significativo a 1% e * = significativo a 5% de probabilidade pelo Teste t.

Houve correlagdo significativa e positiva entre ASCCM e periodo de incubagdo, entdo o
crescimento in vitro demonstrou-se um bom previsor deste pardmetro monociclico (incubacio), e
consequentemente, da intensidade da doenca em campo, para todos os cultivares. Quanto maior o
ASCCM (melhor adaptag@o ao crescimento in vitro), no caso dos isolados (D-5, PA-1 e LA-2) menos
eficiente o isolado € para causar doenga (maiores periodos de incubagdo). Por outro lado quanto menor

ASCCM (pior adaptagdo ao crescimento in vitro), no caso dos isolados (LA-5, F-1, D-1 e D-2), mais
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eficiente o isolado é para causar doenca (menores periodos de incubacgdo). Esse fato revela que estudos
in vitro de isolados de M. grisae possibilita a estimativa da intensidade de doenca em 4reas de cultivo

de arroz.

A correlagdo entre ASCCM e periodo de laténcia, ndo foi significativa. Entdo o
crescimento in vitro nao € um bom previsor de como serd este parametro monociclico
(laténcia), e consequentemente, da intensidade da epidemia em campo. Entretanto, a cultivar
Oryzica Llanos 5, apresentou no grupo dos isolados que formaram conidios (i.e., aqueles com
relacdo compativel com Oryzica Llanos 5, e que portanto puderam ter o periodo de laténcia
medido) menores ASCCM em média, do que os isolados que ndo esporularam

(incompativeis).

Entre os componentes monociclicos periodo de incubagdo e periodo de laténcia em
correlagdo a drea sob a curva de progresso da doenca (ASCPD), tanto para cultivar Fanny
quanto para Oryzica Llanos 5 foi significativa e negativa, ou seja, quanto mais curtos os
periodos de incubacdo e laténcia, maiores os niveis de doenca. Portanto estes componentes
monociclicos explicam parcialmente a epidemiologia da brusone nas folhas de arroz. Na
cultivar Caloro ndo observou-se essa relacdo, outros fatores desconhecidos no momento

podem ter obscurecido a relacao entre periodos de incubagao e laténcia com a ASCPD.

4 CONCLUSOES

® Os isolados de M. grisea da regidao Centro-Norte do Brasil (Goias, Tocantins e Pard)
comportaram-se diferentemente quanto ao crescimento micelial in vitro, independente do
local de coleta e estas diferencas podem, ser ao menos parcialmente devidas a

variabilidade genética.

®  Foi possivel constatar a quebra de resisténcia genética da cultivar Oryzica Llanos 5 (34%
dos 32 isolados estudados), até o momento considerada como padrdo de resisténcia
durdvel, subsidiado pelos paramatros epidemioldgicos: incubacdo, laténcia, severidade e

agressividade.
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A quebra de resisténcia de Oryza Llanos 5 em testes em casa de vegetacdo com isolados
da regido Centro-Norte do Brasil alerta para a potencial quebra de resisténcia no campo
em novas cultivares oriundas dos programas de melhoramento. Os programas de
melhoramento devem considerar este tipo de estudo para a sele¢do de fontes de resisténcia

para regides especificas do pais.

Ha evidencias de elevada variabilidade epidemioldgica do patossistema arroz/brusone na

regido Centro-Norte do pafs.

Aos 9 dias apds a inoculacdo, é a melhor época de avaliacdo de brusone em condi¢des de

casa de vegetacao.
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CAPITULO 2: VARIABILIDADE GENETICA E ESTRUTURA DE POPULACAO DE
ISOLADOS MONOSPORICOS DE Magnaporthe grisea (Barr) COLETADOS NO
CENTRO-NORTE DO BRASIL

RESUMO

A brusone em arroz € um dos maiores problemas da cultura, implicando em baixas produtividades,
especialmente nas regides Centro-Norte do Brasil. As populag¢des patogénicas de Pyricularia grisea
Sacc [teleomorfo Magnaporthe grisea (Hebert) Barr], fungo causador da doenca, estdo em estado
dindmico. A andlise da diversidade genética entre isolados de M. grisea, € um componente importante
para o programa de melhoramento da cultura do arroz no Brasil, fornecendo informagdes acerca da
diversidade genética existente em local especifico, subsidiando o lancamento de cultivares com
resisténcia genética a este patdgeno. Objetivou-se com o presente trabalho identificar a diversidade
genética e a estrutura de populacdo de isolados monospdricos coletados em lavouras comerciais de
arroz nos Estados de Tocantins, Goids e Pard. Para tanto, conduziram-se ensaios na Embrapa-
CENARGEN, onde foram avaliados 140 isolados monospdricos de M. grisea obtidos nos municipios
de Lagoa da Confusdo, Dueré e Formoso do Araguaia (Tocantins), Luiz Alves do Araguaia (Goias) e
Paragominas (Pard). Neste estudo, 34 marcadores microssatélites marcados com fluorocromo foram
utilizados para a genotipagem automdtica em sequenciador de DNA. Quatorze marcadores
microssatélites mostraram-se altamente eficientes para estimar a diversidade genética e detectar
estruturacdo em populacdo de isolados monospdricos de M. grisea. Alguns deles apresentam um
contetido informativo elevado, facilitando a genotipagem em escala e propiciando alta eficiéncia na
andlise de polimorfismo de DNA. A média do nimero de alelos por loco foi 6,35, variando de 2 alelos
para os marcadores ms 109 - 110, ms 115 - 116, ms 61 - 62 a 16 alelos para o marcador PG 27. Os
indices de diversidade genética (DG), conteddo polimdrfico informativo (PIC) e probabilidade de
identidade (PI), confirmaram a eficiéncia destes marcadores. A populacdo de isolados de M. grisea
apresentou substruturacdo em trés sub-populacdes (K=3). Os isolados de Goids (Luiz Alves) em sua
maioria sao observados no Grupo 1, os isolados de Tocantins (Formoso, Dueré e Lagoa da Confusdo)
em sua maioria sdo observados no Grupo 2 e os isolados do Pard (Paragominas) sdo observados no
Grupo 3. Os isolados do Pard sdo os mais distantes geneticamente em relacio aos isolados de Goids e
Tocantins. A alta diversidade genética observada na populacao de isolados, assim como a evidéncia de
estruturacdo sugerem a necessidade de monitoramento especifico e emprego de estratégias adequadas
pelos programas de melhoramento genético para as sub-populagdes detectadas.
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Magnaporthe grisea (Barr) MONOSPORIC ISOLATES COLECTED AT BRAZIL’S NORTH-
CENTER REGION GENETIC VARIABILITY AND POPULATION STRUCTURE

ABSTRACT

Blast rice is one of the biggest problems of rice culture, implying in low productivity, especially at
Brazil’s North-Center region. Pyricularia grisea Sacc [teleomorph Magnaporthe grisea (Hebert)
Barr] patogenic populations, the fungus that causes the disease, are in dynamic state. Genetic diversity
analyses within M. grisea isolates is an important component to Brazil’s rice culture improvement
program, giving information about existing genetic diversity at a specific location, subsidizing
varieties with genetic resistance to this pathogen release. The present work had the objective to
identify monosporic isolates collected at commercial rice farming at the states of Tocantins, Goids and
Pard genetic diversity and population structure. To do so, essays were conducted at Embrapa-
CENARGEN, where 140 M. grisea monosporic isolates obtained from the cities of Lagoa da
Confusdo, Dueré and Formoso do Araguaia (Tocantins), Luiz Alves do Araguaia (Goids) and
Paragominas (Pard) were evaluated. For this study, 34 microsatelites markers marked with
fluorochrome were utilized to automatic genotyping in DNA sequence. Fourteen microsatelites
markers appeared highly efficient to estimate genetic diversity and to detect structuration in M. grisea
monosporic isolates population. Some of them showed a high informative content, making easy scale
genotyping and giving DNA polymorphism analysis high efficiency. The medium number of allele per
loco was 6,35, varying from 2 allele to markers ms 109 — 110, ms 115 - 116, ms 61 — 62 to 16 allele to
marker PG 27. Genetic diversity index (GD), informative polimorfic content (IPC) and identity
portability (IP), confirmed these markers efficiency. M. grisea isolates population showed
substructuration in three sub-populations (K=3). Goids (Luiz Alves) isolates in your majority are
observed at Group 1, Tocantins (Formoso, Dueré and Lagoa da Confusao) isolates in your majority are
observed at Group 2 and Pard (Paragominas) isolates are observed at Group 3. Pard isolates are the
most genetic distant in relation to Goids and tocantins isolates. High genetic diversity observed in
isolates population, as well as the structuration evidence suggest the need of specific monitoring and
the use of adequate strategies by genetic improvement programs to detected sub-population.
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1 INTRODUCAO

A brusone do arroz, causada pelo fungo Pyricularia grisea Sacc [teleomorfo Magnaporthe
grisea (Hebert) Barr], € a principal doenga desta cultura, ocorrendo em quase todas as regides
produtoras de arroz do mundo (Ou, 1985). Sob condi¢des 6timas, o patdgeno pode causar epidemias
severas e, consequentemente, perdas econdmicas significativas. A melhor forma de controle da doenca
¢ através do uso de cultivares resistentes, pela introducdo de genes de resisténcia em linhagens

avancadas dos programas de melhoramento genético.

A dindmica de mudangas na composi¢cdo das ragcas do patégeno em populacdes naturais tem
frequentemente resultado na redugdo do tempo de utilizacio das cultivares melhoradas para resisténcia
a brusone do arroz (Garrido, 2001). O melhoramento genético das cultivares de arroz tem por objetivo
obter resisténcia durdvel através do uso de fontes de resisténcia diversas (Ahn, 1994). Para isto, é
importante o conhecimento da diversidade genética e da composi¢do da estrutura de populacdes do
patégeno, concomitante ao monitoramento de novas racas de M. grisea. No estado do Tocantins, na
regido Norte do Brasil, a quebra de resisténcia a brusone tem ocorrido em apenas dois a trés anos apds
o lancamento de uma nova variedade (Rangel et al., 2006; Silva et al. 2008a). A diversidade racial de
isolados de M. grisea nesta regido € tdo elevada que mesmo variedades consideradas como fonte de
resisténcia durdvel ao patdgeno, como Oryzica Llanos 5, apresentam reagdo compativel comnimero
considerdvel de isolados quando inoculadas com isolados da regido (Capitulo 1). Por outro lado, no
Estado do Par4, onde o clima e a vegetacdo sdo tipicamente Amazdnicos, ndo ha relatos de perdas
significativas de produtividade devidas ao ataque de brusone (Altevir de Matos Lopes, Embrapa

Amazo6nia Oriental, comunicagdo pessoal).

Pouco se conhece sobre estrutura de populacdes de M. grisea nas areas de cultivo de arroz no
Brasil. Tal estrutura reflete a histéria evoluciondria do patégeno em regides produtoras. A estrutura e a
dindmica de populacdes sdo determinadas por forcas evolutivas como mutacgdo, selecio, fluxo génico,

deriva genética e recombinacdo genética (McDonald, 1997; Zeigler, 1998).

Marcadores microssatélites ou SSR (simple sequence repeats) sdo encontrados
abundantemente no genoma de uma ampla diversidade de espécies de eucariotos e procariotos
(Ferreira e Grattapaglia, 1996). Sao altamente informativos e proporcionam um meio acurado de

detectar a variagdo genética em organismos onde o DNA possa ser extraido (Powell et al., 1996). Estes
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marcadores t€m sido empregados com sucesso para “fingerprinting” de DNA em estudos de genética
de populagdes, na genotipagem de individuos para discriminac¢do de gendtipos (Brondani et al., 2000;
Cregan et al., 1994; Russel et al., 1997), caracterizagcdo e conservagdo de recursos genéticos (Hoshino
et al., 2002) e construcao de mapas genéticos (Chen et al., 1997; Brondani et al., 2002; Zheng et al.,
2008). Entre as aplicagdes de maior impacto social destes marcadores incluem-se as investigacoes

forenses (Hummel & Schultes, 2000) e os testes de paternidade.

O objetivo do presente trabalho foi o estudo da diversidade genética e estrutura de populacdes
de isolados de M. grisea coletados em lavouras comerciais das principais regides produtoras de arroz

do Centro-Norte do Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados de Magnaporthe grisea

Os estudos de variabilidade e estrutura genética de populagdes de isolados de M. grisea foram
conduzidos no Laboratério de Genética Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN, Brasilia, DF), entre os meses de setembro ¢ dezembro do ano de 2008. Os isolados

foram coletados em cinco municipios de trés estados (Goids, Tocantins e Pard) (Dias Neto, 2008).
Inicialmente foram avaliados 140 isolados monospdricos de M. grisea quanto a capacidade de

cultivo in vitro e qualidade de DNA para andlise molecular (Tabelal). A coleta, cultivo e

armazenamento dos isolados foi realizada conforme metodologia descrita no Capitulo 1.
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TABELA 1. Identificacio e origem dos isolados monospéricos de M. grisea coletados nos
Estados do Tocantins (municipios de Formoso, Lagoa da Confusdo e Dueré), Goids (municipio

de Luiz Alves) e Pard (municipio de Paragominas). UnB. Brasilia, 2009.

TO TO TO GO PA
Formoso Lagoa da Confusao Dueré Luiz Alves Paragominas
1 *4 55 39 *700

*2 5 154 *99 705
*3 6 214 107 710
22 7 365 127 715
24 8 *430 148 720

*34 9 *434 152 725
38 11 437 164 *730
57 12 439 168 *735
60 *14 446 173 *740
92 15 458 *186 745
161 19 *466 188 750

218 *20 *467 *190 760

319 23 468 586 770

380 46 477 587 775

389 72 480 628

391 *73 485 629

397 93 494 630

401 209 516 *631

409 251 *527 632

411 302 532 633

412 *359 *536 *634

413 374 541 635

416 376 546 636

417 393 553 642

418 403 574 *644

431 422

436 445
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530 453

564 456
584 459
588 462
611 487
616 511
617 540
618 545
800 560
*810 566

575

*805

Total 37 39 25 25 14

* Isolados que ndo foram analisados apds o filtro dos dados de genotipagem.

2.2 Producao de micélio para extracio de DNA

Os 140 isolados de M. grisea foram cultivados em meio de cultura BDA (200 g de batata, 18 g
de dextrose, 18 g de Agar e 1 L de dgua destilada), autoclavado a 120 °C por 20 min. Posteriormente,
foram incubados em cdmara de germinacdo tipo B.O.D durante 15 dias em temperatura de 25 °C, na

auséncia de luz e umidade relativa entre 50 e 70 %.

Em seguida, o micélio foi transferido para 50 ml de meio de cultura liquido (5 g de extrato de
levedura, 2g de KH,PO,, 20 g de D-glucose, 3 g de KNOs, 0,5 g de MgSO, e dgua destilada q.s.q 1 L)
(Chen et al., 2006), contido em Erlenmeyers de 250 ml, incubados durante 7 dias a temperatura
ambiente e agitacdo 150 rpm. Apds este periodo, efetuou-se a filtragem do meio de cultura em papel
filtro, lavagem do micélio com TE gelado e armazenamento do micélio no gelo em tubos Falcon de 15
ml identificados de acordo com a amostra. O micélio foi entdo armazenado a - 20 °C até a sua

utilizacao.

O micélio fingico foi macerado em cadinhos de porcelana contendo nitrogénio liquido até

formar um p6 de granulometria extremamente fina. O DNA foi extraido através de um método rapido
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de extracdo com CTAB, conforme descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998). A concentracdo do
DNA foi estimada em eletroforese de gel de agarose 1% utilizando-se DNA A (Invitrogen) como

padrdo para quantificacdo. O DNA foi diluido em tampao TE para uma concentragdo final de 2 ng/pL.

2.3 Genotipagem de Isolados de Magnaporthe grisea com Marcadores Microssatélites

Para andlise da estrutura genética das populagdes de M. grisea, coletadas nos Estados de
Tocantins, Goias e Para, foram inicialmente testados um total de 34 marcadores microssatélites
descritos na literatura (Garrido, 2001; Kaye et al., 2003) (Tabela 2). A andlise do produto de PCR de
cada um dos marcadores em 140 isolados monosporicos foi realizada através de eletroforese em gel de
agarose (1%), corado com brometo de etidio. Estes dados foram utilizados para selecionar os
marcadores mais informativos, bem como para avaliar os isolados com DNA em quantidade e
qualidade suficientes para a andlise. Foram selecionados apenas os isolados que possuiam 80% de
alelos identificados com o conjunto de marcadores testados. De maneira aniloga, foram considerados
para andlise apenas os marcadores que possuiam 80% ou mais de gendtipos no conjunto de isolados
testados. A bateria de isolados e marcadores microssatélites em conformidade com estes parametros

foi empregada no estudo de diversidade genética e estrutura populacional de M. grisea.

TABELA 2. Identificagdo dos marcadores microssatélites utilizados no estudo diversidade e estrutura de

populacgdo de isolados de M. grisea. UnB/Embrapa CENARGEN. Brasilia, 2009.

Tamanho
Painél Loco Fluorocromo COR Cromossomo MOTIF
Esperado
ms 81 - 82 6-FAM azul 190 4 ACT/TGA 12
1
PG 35 NED amarelo 205 - CT 17/AT 2
*ms 99 - 100 6-FAM azul 208 5 ACC/TGG 20
2
MGM 1 TET verde - -
3 *ms 47 - 48 6-FAM azul 197 4 TA/AT 15

79



PG-21 NED amarelo 207 CT21
*ms 109 - 110 TET verde 176 TC/AC 12
*ms 93 e 94 6-FAM azul 211 ATC/TAC 12,5
PG-15 NED amarelo 189 GA 46
*ms 125 - 126 TET verde 213 CAA/GTT 32
ms 83 - 84 6-FAM azul 181 TCA/AGT 13
PG-42 NED amarelo 196 GA 25
PG-4 TET verde 230 GA 43
*ms 87 - 88 6-FAM azul 203 TGC/ACG 12
PG-27 NED amarelo 198 GA 12
MGM-21 TET verde - ;
*ms 107 - 108 6-FAM azul 500 GA/CT 10
PG-20 NED amarelo 199 GA 48
PG-3 TET verde 128 GA 21
*ms 41 - 42 6-FAM azul 117 CT/GA 16
PG-14 NED amarelo 198 GA 24
*ms 115- 116 TET verde 203 GA/CT 33
*ms 61 - 62 6-FAM azul 217 GA/CT 9
*PG-16 NED amarelo 180 GA 26
PG-5 TET verde 164 CT 26
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*ms 63 - 64 6-FAM azul 163 1 CT/GA 15

10 PG-19 NED amarelo 202 - CT 26
*PG-6 TET verde 154 - GA 24
ms 67 - 68 6-FAM azul 200 7 CA/GT 17
11 PG-26 NED amarelo 211 - GA9
PG-9 TET verde 171 - GA 42/A8G
ms 77 - 78 6-FAM azul 200 3 CA/GT 17
12 PG-30 NED amarelo 196 - GA 22
PG-12 TET verde 110 - CT 17

- Locos selecionados (ms) de Kaye (2003) e ( PG e MGM) de Garrido (2001)
* Locos selecionados ap6s filtragem de dados de genotipagem.

Os ensaios seguintes foram realizados empregando-se painéis multiplex (variando entre 2 ou 3
locos por painel) de marcadores na genotipagem de isolados do patégeno. As rea¢des de amplificacdo
foram conduzidas utilizando os seguintes reagentes: DNA 10 ng, tampao 1 X, DNTP 0,1 mM iniciador

(direto + reverso) 0,5uM, Taq polimerase 1 U e dgua para um volume final de 22 pL.

As reagdes de polimerase em cadeia foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Perkin-Elmer, EUA). O programa de amplificacdo de produtos de PCR foi o seguinte:
94°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 94°C por 307, 56°C por 307, 72°C por 1 min, e uma extensao
final de 72°C por 5 min. Cada painel incluiu locos com a mesma temperatura de anelamento (ex. 56°
C). Os produtos de PCR foram diluidos em uma propor¢ao 1:5, e 1uL do produto diluido foi
adicionado a 9uL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems), 0,35uL do padrdo de fragmentos de
DNA de tamanho conhecido (Brondani & Grattapaglia, 2001), e 1,05uL de H,O padrao Milli-Q.
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A eletroforese capilar para a separagdo dos fragmentos amplificados em cada loco
microssatélite foi realizada em seqiienciador automatico ABI Prism 3700 (Applied Biosystems). A
definicdo do tamanho dos produtos de PCR em cada loco foi realizada com o emprego dos programas
GeneScan Analysis 3.7 e Genotyper 3.7 (Applied Biosystems). Em seguida os dados brutos de
genotipagem foram arredondados pelo programa Allelobin (Idury & Cardon, 1997).

2.4 Analises estatisticas

Os dados de polimorfismo de DNA em regides hipervaridveis do genoma de isolados de M.
grisea coletados nos Estados de Tocantins, Goids e Pard, foram submetidos a andlises estatisticas para

verificacdo da variabilidade genética e inferéncia da estrutura genética.

Andlise de diversidade genética e eficiéncia de marcadores microssatélites na discriminacdo de
isolados de Magnaporthe grisea — O nivel de polimorfismo entre os isolados monospdricos de M.
grisea nos locos de marcadores microssatélites selecionados para o estudo foi estimado pelo calculo
do nimero de diferentes alelos em cada loco, variacdo alélica observada, diversidade génica (GD),
valores de PIC (conteido de informacdo de polimorfismo) e Probabilidade de Identidade (PI).
Estimados pelas seguintes férmulas,
e Diversidade génica (GD):
GD=(1-Zp)(2n)/(2n-1)
Onde, pi é a freqii€ncia do iésimo alelo para cada loco e n o nimero de isolados

monospoéricos analisados (NEI, 1987).

¢ Conteuddo de informagado de polimorfismo (PIC):
n
PIC =1-Y f7
i=1
Onde, fi é a frequéncia do i-ésimo alelo para uma dada marca, somado ao longo dos » alelos.
¢ Probabilidade de identidade (PI):
Pl= X pi 4 + X(2pipj)*

Onde, pi € a freqiiéncia do iésimo alelo para cada loco.
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Estrutura genética de populacdo de Magnaporthe grisea - A estrutura genética da populagcdo de

isolados de M. grisea foi inicialmente analisada sem a hipétese de um modelo a priori de estrutura,
utilizando-se o programa Structure versdo 2.2 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003). Para isto, as
andlises foram realizadas utilizando-se um periodo de burn-in de 100,000 iteracdes, seguido de uma
extensdo de corrida de 100,000 iteracdes (Markov Chain Monte Carlo). Dez corridas independentes
para cada K (o numero de grupos ou sub-populagdes inferidas na estimativa do Structure) foram
realizadas, com valores de K variando de 1 a 10 sub-populagdes. O critério de escolha do modelo que
detectava o valor mais provavel de K foi AK, uma quantificacdo ad hoc relacionada a mudanga de
segunda ordem do logaritmo de probabilidade dos dados em relagdo ao niimero de sub-populacdes
inferidas pelo Structure (Evanno et at., 2005). Um isolado foi incluido num grupo especifico inferido
pelo programa se pelo menos 70% do seu valor gendmico, como medido por seu coeficiente de
inclusdo Q (membership coefficient), variando de 0 a 1), foi estimado como pertencente aquele grupo.
Valores médios de Fsr para os grupos inferidos foram calculados com o programa Structure.
Estimativas de freqiiéncia alélica foram calculadas no programa Power Marker posterior a andlise de
estrutura genética e definicdo de AK, e empregadas para estimar a distdncia genética entre as sub-
populagdes eventualmente detectadas, utilizando-se o coeficiente de Chord (Cavalli-Sforza &

Edwards, 1967), conforme abaixo:

D{:= {2;”?1’1"} EJQ 1 — im
1 i

Distdncia genética par-a-par entre isolados Magnaporthe grisea - Apés a genotipagem dos isolados
de M. grisea com marcadores microssatélites, foram estimadas as distancias genéticas par-a-par entre
cada um dos isolados de M. grisea. Os valores de distancia genética foram baseados na razio entre a
soma das proporc¢des de alelos comuns entre dois isolados para todos os locos (Bowcock et al. 1994;
Goldstein et al. 1995), e foram obtidas através do coeficiente Shared Alelle baseado em freqiiéncias
alélicas, através do programa PowerMarker versdo 3.25 (Liu & Muse, 2005). A matriz diagonal de
distancias genéticas foi submetida a andlise de agrupamento pelo método de Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic mean (UPGMA) (Sneath & Sokal, 1973) e um dendrograma de distancias
genéticas foi construido com o programa NTSYSpc versdo 2.10z (Adams et al, 2002). Para
estabelecer a relagdo entre eventual estruturacdo detectada pelo program Structure e as distancias

genéticas entre pares de isolados, o dendrograma foi justaposto a um gréifico de barras desenhado no
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programa Distruct (Rosenberg, 2004), alinhando os isolados de M. grisea de acordo as distincias
genéticas estimadas par-a-par e o coeficiente de inclusio Q de cada isolado em sub-populacdes

identificadas pela andlise de estrutura genética.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anadlise de diversidade genética e eficiéncia de marcadores microssatélites na

discriminacao de isolados de Magnaporthe grisea

A genotipagem dos 12 painéis multiplex composto por 34 marcadores microssatélites indicou
auséncia de amplificacdo dos alelos referentes aos locos MGM-1, MGM-21, PG-3 e PG-21.
Considerou-se para andlise somente os locos marcadores com >80 % de genétipos na amostra de
1solados monospdricos, bem como os isolados com genétipos em >80 % dos locos microssatélites
testados. Ou seja, foram rejeitados tanto os isolados monospdricos, quanto os locos que apresentaram
> 20 % de dados faltantes. Considerou-se para andlise, portanto, os genoétipos de 114 isolados
monosporicos de M. grisea em 14 locos microssatélites, sendo 11 deles originalmente desenvolvidos

por Kaye et al. (2003), e trés originalmente desenvolvidos por Garrido (2001) (Tabela 2).

A caracterizacdo dos locos de marcadores microssatélites foi feita através das andlises de
frequéncia dos alelos, do nimero de alelos observados em cada loco, da Diversidade Génica (DG)

observada, do Contetido Polimérfico Informativo (PIC) e da Probabilidade de Identidade (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas dos alelos amplificados em cada loco, indices de diversidade
genética (DG), contetido polimérfico informativo (PIC) e probabilidade de identidade

(PD). UnB/Embrapa CENARGEN. Brasilia, 2009.

N°de Variagao alélica

Marcador Alelo Freqiiéncia DG PIC PI1
alelos observada
160 0,009
163 0,028
ms 99-100 184 0,49 7 160-196 0,66 0,61 0,162
187 0,25
190 0,09
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193 0,173
196 0,38
162 0,531
164 0,343
ms 47-48 184 0,021 5 162-190 0,59 0,52 0,240
186 0,083
190 0,021
ms 109-110 174 0.66 2 174-176 0,45 0,35 0,405
176 0,339 ’ ’ ’
173 0,018
179 0,018
200 0,018
203 0,009
ms 93-94 206 0.018 10 173-224 0,45 0,43 0,326
209 0,727 ’ ’ ’
212 0,036
215 0,136
218 0,009
224 0,009
150 0,154
171 0,01
174 0,34
177 0,051
186 0,35
ms 125-126 189 0.031 10 150-219 0,73 0,69 0,114
192 0,031
198 0,01
210 0,01
219 0,01
173 0,143
179 0,277
ms 87-88 182 0,527 5 173-221 0,62 0,57 0,200
185 0,018
221 0,036
198 0,03
200 0,14
202 0,13
PG-27 204 0.04 16 198-224 0,90 0,89 0,018
206 0,08
208 0,18
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210 0,01
214 0,06
216 0,03
218 0,06
220 0,07
222 0,04
224 0,07
226 0,02
232 0,02
234 0,02
323 0,009
ms 107-108 325 0,815 3 323-327 0,31 0,26 0,524
327 0,176
127 0,027
145 0,12
17 0,722
ms 41-42 153 0.046 6 127-325 0,46 0,43 0,319
159 0,018
325 0,064
116 0,009
ms 61-62 2 212-214 0,38 0,31 0,459
130 0,99
133 0,009
135 0,903
PG-16 137 0.019 4 133-143 0,18 0,17 0,481
143 0,067
137 0,032
145 0,011
149 0,076
151 0,076
153 0,119
155 0,065
PG-6 157 0,043 13 137-173 0,88 0,87 0,027
161 0,043
163 0,022
165 0,152
167 0,217
169 0,13
173 0,011
145 0,039 4 145-161 0,32 0,29 0,493
ms 63-64 147 0,814 ’ ’ ’
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159 0,137

161 0,009
115-116 1o 0009 4 116-130 002 002 0962
ms - 130 0.99 - : : :

Diverisidade Genética multiloco = 0,89; Probabilidade de Identidade (PI) combinado = 6,941471°

Os dados de genotipagem possibilitaram a identificacdo de 89 alelos tinicos. A média do
nimero de alelos por loco foi 6,35, variando entre dois alelos para os marcadores (ms 109-110, ms
115-116, ms 61-62) a 16 alelos para o marcador (PG-27). Grande parte dos marcadores microssatélites
testados apresentou alto contetido informativo, com valores elevados de DG, PIC e baixos valores de
PI. Por outro lado, os marcadores ms 107-108, ms 115-116, ms 63-64 e PG-16 pouco contribuiram
para a deteccdo de polimorfismo entre os isolados monospdricos em estudo. Esse fato se deve ndo
somente ao baixo numero de alelos que os marcadores apresentaram na populacio (Tabela 3), mas a
existéncia de apenas um ou poucos alelos com alta frequéncia, praticamente fixados na populagdo
(Figura 1). Os marcadores microssatélites mais informativos em geral apresentaram varios alelos na
populacdo, mas com distribuicdo de freqiiéncia relativamente uniforme entre os alelos. E o caso do
loco PG-27 (Figura 1), com 16 alelos, cujas freqii€éncias variam de 0,01 a 0,18 %, com conteido

polimérfico informativo (PIC) igual a 0,90, DG igual a 0,89 e PI de apenas 0,018.

A Diversidade genética (DG) multiloco, baseada na bateria de 14 locos microssatélites € 0,89.
A eliminac¢@o da anélise dos locos com baixo contetddo informativo (ms 107-108, ms 115-116, ms 63-
64 e PG-16) diminuiu a DG em valores minimos. O mesmo ocorre em relagdo a probabilidade de
identidade (PI), quando analisado em conjunto os 14 marcadores microssatélites apresentaram um
valor combinado de 6,9414'°. Por outro lado, quando eliminou-se os 4 locos microssatélites menos
informativos, o valor de PI combinado foi elevado para somente 8,1023 , demonstrando um elevado
contetido de informacdo de diversidade genética e probabilidade identidade utilizando-se apenas 10
marcadores microssatélites. Observa-se, portanto, que estes 4 locos pouco contribuem para a eficiéncia
de estimativas de diversidade genética. Observa-se economia de tempo e recursos quando apenas os
10 locos microssatélites mais informativos sdo utilizados na genotipagem, em detrimento dos 14
inicialmente selecionados. Vale ressaltar, que no estudo de estrutura genética de populacdes (item 3.2)
estes marcadores podem ser importantes. Isto porque os marcadores mais Uteis para deteccido de sub-
populacdes e para localizar um individuo em uma sub-populacdo ou outra sdo os marcadores que

variam grandemente entre sub-populacdes, mas muito pouco dentro delas (Rosenberg ef al., 2001).
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FIGURA 5. Histograma de barras de frequéncia alélica de 89 alelos distribuidos em 14

marcadores
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indicando diversidade genética de

monosporicos de Magnaporthe grisea. UnB/Embrapa CENARGEN. Brasilia, 2009
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3.2 Estrutura genética de populacio isolados de Magnaporthe grisea

O programa Structure foi utilizado para inferir a estrutura populacional que poderia estar
presente nos isolados de M. grisea coletados nos Estados de Tocantins, Goids e Pard. Nenhum nivel
hierarquico foi testado a priori para supor o possivel nimero de estratos da populacido do patégeno.
Optou-se por verificar a existéncia de estruturacdo da populacdo através de estimativas de AK. As
estimativas de AK em diferentes estudos indicam que este pardmetro apresenta um valor preditivo
eficiente do nivel hierarquico de estruturagdo mais alto presente numa amostra populacional, apesar de
problemas, como sua incapacidade de detectar a auséncia de estrutura¢do (quando K = 1) estejam
presentes. Neste estudo, o valor mais alto de AK para os 114 isolados de M. grisea testados foi de K =
3, com valores para outros K’s proximos de zero (Figura 2). Isto indica que a meta-populagdo de
isolados de M. grisea coletados nos trés estados (GO, TO, PA) apresenta uma estruturagdo em trés

grandes grupos.

40,00 - .
——Delta K
30,00
20,00 -
10,00 +
0,00 -
1 2 3 4 5 o 7 8 9

FIGURA 2. Valores de AK (eixo Y), com seu valor modal (eixo X) detectando
um K de 3grupos (K =3). UnB/Embrapa CENARGEN. Brasilia, 2009.

As estimativas do coeficiente de inclusdo Q de cada isolado em cada uma das trés sub-
populagdes detectadas permitem inferir a relacdo entre a estruturacio observada e a distribui¢do dos
isolados de acordo com a sua distribui¢do geografica. Todos os isolados foram claramente inseridos
em uma das trés sub-populacdes quando foi definido um K = 3 (Figura 3). Os valores estimados de Q
(ancestria média estimada ou coeficiente de inclusdo) para cada isolado sdo apresentados no triangulo.

Cada isolado foi marcado com uma cor de acordo com o local da coleta (vermelho — Goids; azul —
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Tocantins; amarelo — Pard) e agrupados em relacio a cada lado do tridngulo pelas medidas estimadas

dos vetores de ancestria. Observa-se uma distribuicdo clara dos isolados nas trés sub-populacdes.

/
0
Grupo 2 (‘. a® o Adb) Grupo 1

FIGURA 3. Valores estimados de Q (coeficiente de inclusdo) para cada isolado
representando os 3 grupos distintos. Grupo 1 (vermelho), maioria dos isolados coletados
em Goids, grupo 2 (azul), maioria dos isolados coletados em Tocantins e grupo 3
(amarelo), maioria dos isolados coletados no Pard. UnB/Embrapa CENARGEN. Brasilia,
2009.

Os valores médios do grau de diferenciacdo genética das sub-populagdes por efeito de deriva
genética (Fst) foram de 0,18 no Grupo 1; 0,50 no Grupo 2 e 0,31 no Grupo 3. O valor de Fgr para cada
populagcdao representa a deriva genética inferida a partir de um ancestral comum de todas as

populagdes. Todos os valores foram significativamente maiores que zero (a = 0,039). H4, claramente,
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uma subdivisdo da populacdo de isolados de M. grisea em trés sub-populacdes, separados

geograficamente.

Distdncia genética par-a-par entre isolados Magnaporthe grisea - Uma matriz diagonal de distancias
genéticas par-a-par entre os 114 isolados monospoéricos de M. grisea foi submetida a andlise de
agrupamento pelo método de UPGMA (Sneath & Sokal, 1973). O dendrograma de distincia genética
(Figura 4) indica a existéncia de trés grupos de isolados: 38 isolados constituiram o Grupo 1 (33,3 %),

60 isolados constituiram o Grupo 2 (52,7 %) e 16 isolados constituiram o Grupo 3 (14 %).

A origem geografica (municipio) de cada isolado monospdrico foi analisada em relagdo aos
agrupamentos observados no dendrograma de distdncia genética. Os isolados origindrios de Goids
(municipio de Luiz Alves) sdo observados em sua maioria (>60%) no Grupo 1 da anélise de distancia
genética (Tabela 4; Figura 4). Os isolados originarios de Tocantins (municipios vizinhos de Luiz
Alves, Lagoa da Confusdo e Dueré) sdo observados em sua maioria (>85%) no Grupo 2, enquanto os
isolados origindrios do Pard (municipio de Paragominas) sdo observados (100%) no Grupo 3(Tabela 4;

Figura 95).

TABELA 4. Proporcio de isolados de diferentes regides geograficas observados nas sub-populacdes

detectadas. UnB/Embrapa CENARGEN. Brasilia, 2009.

Sub-Populac¢ées Detectadas

Origem 1 2 3 N° de isolados
Luiz Alves — GO 0,63 0,15 0,21 19
Formoso do Araguaia — TO 0,30 0,64 0,06 33
Lagoa da Confusdo — TO 0,39 0,61 0 33
Dueré — TO 0,16 0,84 0 19
Paragominas - PA 0 0 1 10

A maioria dos isolados coletados no municipio de Luis Alves no Estado de Goids foi
enquadrada no Grupo 1 (63 %). O Grupo 2 incluiu a maioria dos isolados coletados nos municipios do
Estado do Tocantins ( Formoso - 64 %, Lagoa - 61 % e Dueré - 84 %). Ja o Grupo 3 incluiu apenas os
isolados coletados em Paragominas, Estado do Parda (100%). O isolamento geogrifico entre as

diferentes sub-populagdes parece contribuir para a estruturacdo observada. A populag¢do de isolados
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dos municipios do Estado do Tocantins cobrem um raio de aproximadante 120 quildmetros (km) e esta
representada no Grupo 2. Ao sul, o municipio de Luis Alves esta distante dos municipios do Tocantins
a aproximadamente 350 km, mas grande parte dos isolados deste municipio pertencem ao Grupo 1. Ja
os isolados de M. grisea do municipio de Paragominas, a 1400 km de Luis Alves e 1.000 km dos
municipios de Tocantins, formam um grupo a parte (Grupo 3), geneticamente distante dos Grupos 1 e
2. As estimativas de distancia genética entre as trés sub-populacdes pelo coeficiente de Chord
(Cavalli-Sforza and Edwards, 1967) indicam que a maior distancia ocorre entre o Grupo 1 e o Grupo 3
(0,66). A menor distancia genética (0,40) ocorreu entre os Grupos 1 e 2. A distincia genética entre os

Grupos 2 e 3 foi 0,62.

A andlise conjunta das distancias genéticas par-a-par e dos valores estimados de Q (coeficiente
de inclusao) para cada isolado (Figura 4) evidenciam a congruéncia entre a andlise de estrutura
populacional e de diversidade genética. Foi observado que os isolados alocados em uma sub-
populagdao de acordo com o coeficiente de inclusdo (cores vermelha, azul e amarela) pertencem a

grupos distintos, definidos por distancia genética (Grupos 1, 2 e 3).
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FIGURA 4. Grifico de barras desenhado a partir do programa Distruct e dendrograma de
distancias genéticas entre 114 isolados de Magnaporthe grisea, indicando variabilidade genética

e distancia genética entre 3 grupos. UnB/Embrapa CENARGEN. Brasilia, 2009.

A andlise de freqiiéncias alélicas dentro de cada sub-populagdo indica que alguns locos
marcadores apresentaram alta eficiéncia na diferenciacdo das populagdes. O loco microssatélite
ms 109-110 apresenta alelo (174pb) com alta freqiiéncia (90 %) no Grupo 2 (azul). O loco PG-
16 apresenta um alelo fixado (135 pb) no Grupo 1. Os locos ms 125-126, ms 87-88 e ms 115-
116 apresentaram-se monomorficos dentro do Grupo 3 (amarelo), o mais distante geneticamente
dos demais (Figura 5). Conforme mencionado, os marcadores mais Uteis para deteccio de sub-
populagdes e para localizar um individuo em uma sub-populag@o ou outra sdo os marcadores
que variam grandemente entre sub-populacdes, mas muito pouco dentro delas (Rosenberg et al.,

2001).
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FIGURA 5. Histograma de barras de frequéncia alélica entre 3 grupos e 14 marcadores

microssatélites utilizados para avaliar a variabilidade genética de isolados monospoéricos de

Magnaporthegrisea. UnB/Embrapa CENARGEN. Brasilia, 2009
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FIGURA 5. Histograma de barras de frequéncia alélica entre 3 grupos e 14 marcadores
microssatélites utilizados para avaliar a variabilidade genética de isolados monospoéricos de

Magnaporthe grisea. UnB/Embrapa CENARGEN. Brasilia, 2009 (Continuagdo)

Aparentemente, em diferentes regides produtoras de arroz, observam-se exemplos de alta e
baixa diversidade genética do patdgeno, assim como niveis varidveis de estruturacdo populacional.
Conhecer tais padrdes € importante para a definicdo de estratégias de melhoramento genético para
resisténcia a brusone pelos programas de melhoramento. A diversidade genética de isolados de M.
grisea oriundos da regido Central do Brasil, especialmente do Estado do Tocantins, tem sido
considerada alta em comparag¢do com amostras de outras regides do pais, como a regido Sul (Brondani
et al., 2000; Garrido, 2001). O presente estudo corrobora estas estimativas e apresenta evidéncias de
sub-estruturacdo da populagdo de isolados. Estudos de estrutura genética de populacdes empregando
marcadores microssatélites do genoma do patégeno sdo, até o0 momento, muito incipientes (Brondani

et al., 2000; Garrido, 2001). Por outro lado, estudos de estrutura de populagdo do patégeno baseados
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em polimorfismo de fragmentos de restricdo detectados com sonda MGR 586 t€m sido usados para
revelar padrdes de sub-struturacdo de populacdes do patégeno em diferentes paises. A correlacio

entre sub-populacio e “linhagens” definidas nos estudos com a sonda MGR 586 ndo é conhecida.

Andlises de estrutura de populagdes do M. grisea utilizando a sonda MGR 586 detectaram
grupos distintos do patégeno ou linhagens sensu Levy et al. (1993), supostamente com propagagdo
clonal, em diferentes regides ou dreas de arroz. Estes grupos descritos e geneticamente relacionados
sdo aparentemente provenientes de um ancestral comum (Hamer et al., 1989; Levy et al., 1991; Levy
et al., 1993; Han et al., 1993; Chen et al., 1995; Zeigler et al., 1995; Fillipi et al., 1996; Shen et al.,
1996; Xia et al., 2000).

Entre os exemplos de diversidade genética e estruturagdo moderadas incluem-se a descri¢ao de
populagdes de M. grisea provenientes de dois locais de teste na China, separados por apenas 40 km,
que foram consideradas geneticamente distintas com base em polimorfismo de fragmento de restri¢ao
(Chen et al., 1995). A genotipagem de 79 isolados coletados de lavouras comerciais por mais de 30
anos no sul dos EUA utilizando a sonda MGR586 possibilitou agrupar os isolados em oito linhagens
distintas (Levy et al., 1991). Cada linhagem foi associada a um ou dois patdtipos do patégeno, e a
maioria delas foi especifica. Em campos experimentais de Santa Rosa, na Coldombia, a andlise de mais
de 100 isolados, coletados de 15 cultivares, com a sonda MGR 586, possibilitou a deteccdo de seis
linhagens distintas do patégeno. Os indices de similaridade dentro de cada linhagem variaram de 92 a
98% e, entre linhagens, de 37 a 85% (Levy et al,, 1993). A andlise de 62 isolados coletados de
lavouras de arroz na Coréia resultou em 16 linhagens, apresentando 80% de similaridade média (Han

et al., 1993).

Entre os exemplos de baixa diversidade genética e baixo nivel de estruturacio incluem-se os
relatos de isolados pouco polimérficos coletados no Sul do Brasil (Brondani ef al., 2000). No Estado
de Arkansas, EUA, polimorfismo de DNA detectado pela sonda MGR-586 possibilitou a identificagdao
de apenas quatro linhagens distintas do patdgeno, com base na andlise de 470 isolados monosporicos.
Os estudos em Arkansas demonstraram variagao restrita e limitada a cada local (Xia et al., 1993). No
Japdo, diferentes linhagens foram identificadas em isolados coletados na década de 70, mas somente
duas linhagens nos isolados coletados durante 1993 a 1997. As linhagens da década de 70
desapareceram, possivelmente devido a introdu¢do de cultivares resistentes que apresentaram

resisténcia para todos os membros das linhagens (Don et al., 1999)
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Entre os exemplos de alta diversidade genética e acentuado nivel de estruturacio incluem-se
estudos realizados por Garrido (2001), que identificou elevada diversidade genética entre isolados de
M. grisea coletados em diferentes regides do Brasil, bem como entre isolados oriundos de cultivares
de arroz irrigado, arroz de terras altas e de outras gramineas. Na China, 54 linhagens de MGR586
foram identificadas em uma colecdo de 473 isolados, provenientes de 144 locais, em um periodo de 16
anos (Shen et al., 1996). Em contraste com o limitado nimero de linhagens nos EUA, Colombia e
Filipinas, a andlise molecular utilizando MGR-586 de 64 isolados brasileiros coletados das cultivares
de arroz irrigado e de terras altas nos campos experimentais da Embrapa Arroz e Feijdo mostrou que
os isolados pertencem a 18 linhagens e 15 patétipos (Fillipi et al., 1996). No presente estudo,
utilizando marcadores microssatélites, os isolados de brusone oriundos de municipios vizinhos do
Estado de Tocantins (Formoso, Dueré, Lagoa da Confusdo) apresentam grande diversidade genética,
mas em sua grande maioria (85%) foram incluidos em uma mesma sub-populacdo, contrastando com
isolados de outras regides (Luiz Alves, GO; Paragominas, PA), que, respectivamente, em sua maioria,

agruparam-se em sub-populacdes distintas.

A constatagdo de estruturagdo em populacdes de isolados de M. grisea do Centro-Norte do
Brasil tem implicagGes imediatas para os programas de melhoramento genético visando resisténcia ao
patogeno. A alta diversidade genética do patégeno implica na necessidade de ado¢do de metodologias
que desfavorecam o desenvolvimento de epidemias de brusone. O emprego de resisténcia vertical em
programas cldssicos de retrocruzamento tem levado a quebra de resisténcia nas novas cultivares logo
apds o lancamento (Rangel, 2006). A alta diversidade do patégeno favorece o desenvolvimento de
racas capazes de infectar as novas cultivares lancadas. O desenvolvimento e ado¢do de multilinhas
formadas por linhagens quase-isogénicas que se diferenciam por genes de resisténcia de diferentes
fontes (piramidizacdo indireta) parece ser uma alternativa interessante para ser explorada por
programas de melhoramento em &4reas com alta diversidade do patégeno (P.H.N. Rangel; M.E.
Ferreira, comunicagdo pessoal). Vale mencionar que a estruturagcdo da populagao do patdégeno sinaliza
para a necessidade de desenvolvimento de cultivares especificas para cada area referente a uma sub-
populagdo. Assim, a regido de Formoso, Dueré e Lagoa da Confusao, no Estado do Tocantins, deve
ser monitorada para a diversidade racial do patégeno com vistas a desenvolver cultivares ou
multilinhas especificos, resistentes as ragas predominantes na regiio. De modo similar, os programas
de melhoramento devem monitorar as ragas predominantes em outras sub-populacdes, como em Luiz
Alves (GO) e Paragominas (PA), com vistas a desenvolvimento de materiais especificos para estas
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regides. Por fim, é importante aprofundar o estudo de isolados coletados na Regido Amazonica, visto
que aparentemente constituem um grupo diferente dos isolados encontrados em Tocantins e Goids. Os
isolados do Estado do Pard (Paragominas) sdo facilmente discriminados dos isolados das outras
regides com base no polimorfismo de DNA observado em locos microssatélites. No entanto, ndo ha
nada que indique que esta diferenciacdo esteja correlacionada com a aparente auséncia de epidemias

de brusone com alto impacto em produtividade na regido amostrada.

4 CONCLUSOES

e Os marcadores microssatélites mostraram-se altamente eficientes para estimar a diversidade
genética e detectar estruturacdo em populag@o de isolados monospéricos de M. grisea.

¢ Alguns marcadores selecionados apresentam um contetido informativo elevado, facilitando a
genotipagem em escala e propiciando alta efici€éncia na anélise de polimorfismo de DNA.

® A populagdo de isolados de M. grisea apresentou substruturacdo em trés sub-populacdes. Os
isolados de Goids (Luiz Alves) em sua maioria sdo observados no Grupo 1; os isolados de
Tocantins (Formoso, Dueré e Lagoa da Confusdo) em sua maioria sdo observados no Grupo 2
e os isolados do Pard (Paragominas) sao observados no Grupo 3.

® Os isolados do Pard sdo os mais distantes geneticamente em relagdo aos isolados de Goids e
Tocantins.

e A alta diversidade genética observada na populacido de isolados, assim como a evidéncia de
estruturagdo sugerem a necessidade de monitoramento especifico e emprego de estratégias
adequadas (ex., multilinhas, piramidiza¢c@o) pelos programas de melhoramento genético para

as sub-populacdes detectadas.
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ANEXOS

Anexo 1. Dados de crescimento micelial in vitro (mm?) de 35 isolados monosporicos de Magnaporthe
grisea, aos 3,6,9 e 12 dias apds a repicagem (DAR) em 4 repeticoes (REP). UnB/Embrapa
CENARGEN, Brasilia-DF.

Isolado | Repeticio [ 3 DAR 6 DAR 9 DAR 12 DAR | Isolado | Repeticio [ 3 DAR 6 DAR 9 DAR 12 DAR
F-1 1 407,0 11499 2780,5 37415 LC-8 3 254,9 1332,3 3096,8 4811,8
F-1 2 343,6 1216,2 1980,9 3741,5 LC-8 4 372,9 1375,5 2832,6 4456,1
F-1 3 232,2 722,1 2837,3 4041,8 F-9 1 257,5 1158,1 2719,5 43204
F-1 4 2878 1139,7 2458.,6 4410,6 F-9 2 285,3 916,9 2640,8 4271,5

LC-1 1 541,3 1394,5 2760,1 3383,0 F-9 3 239,1 841,3 2292,8 3419,5
LC-1 2 2733 1363,2 2146.,5 3608,1 F-9 4 190,6 839,5 2056,1 3224,0
LC-1 3 414,6 1055,6 2964,1 4033,9 F-8 1 229,2 891,3 2057,5 34824
LC-1 4 356,6 1271,5 2807,2 4314,5 F-8 2 3723 1109,3 2794,6 4412,6
LC-2 1 5234 1154,0 2045,3 4075,9 F-8 3 303,7 13934 2943,0 4072,1
LC-2 2 293,8 1632,6 2375,0 4408,7 F-8 4 235,1 1074,4 2622,5 42989
LC-2 3 353,1 1036,1 1896,6 4020,1 LC-6 1 233,1 1182,8 2832,6 4256,2
LC-2 4 339,0 643,8 1481,1 3667,3 LC-6 2 342,5 1325,7 27382 4186,7
F-2 1 238,1 980,4 2807,2 3611,7 LC-6 3 326,3 1321,3 3188,6 4604.,0
F-2 2 2544 1184,9 2663,9 39274 LC-6 4 278,6 1313,7 3175,2 44839
F-2 3 336,6 1259,7 24853 39947 F-10 1 205,5 964,3 2267,2 3553,0
F-2 4 259,6 1141,7 2560,2 4353,6 F-10 2 269,5 991,8 25572 40324
F-3 1 329,7 1262,9 2604,2 4000,4 F-10 3 241,7 11974 2531,6 4326,2
F-3 2 318,3 1307,2 2636,2 4412,6 F-10 4 2432 1009,0 25784 4119,7
F-3 3 387,0 1010,0 29852 4202,1 LA-1 1 239,6 991,8 2251,6 3996,6
F-3 4 303,7 12779 2872,3 4159,8 LA-1 2 372,3 1112,8 3058.,8 4242.,6
73 1 637.,5 14984 34155 4075,9 LA-1 3 330,6 1239.,5 2605,7 3921,8
73 2 237,6 1439,7 22914 3825,6 LA-1 4 336,6 1107,3 2241,6 3185,2
73 3 237,1 823,7 2555,7 3683,5 F-10 1 299,2 11214 2301,4 3608,1
73 4 323,4 1233,1 24542 4110,1 F-10 2 295.9 1226,8 24527 3836,7
D-1 1 154,1 623,7 2083,8 2870,7 F-10 3 351,9 1221,5 2527,1 3568,9
D-1 2 174,4 678,4 1865.4 3171,8 F-10 4 341,3 1276,9 2605,7 3908,8
D-1 3 2483 657,0 1951,7 2563,3 LC-7 1 273,8 1294,1 2964,1 43340
D-1 4 182,9 9224 22672 4119,7 LC-7 2 238,6 1288,7 2426,2 3792,6
LC-4 1 208,8 864.,4 23823 3393,4 LC-7 3 293,8 1455,7 3256,2 4685,0
LC-4 2 198,5 862,6 2509,2 4121,6 LC-7 4 354,3 15229 31484 4509,8
LC-4 3 279,7 933,5 2996,6 4213,6 LA-2 1 375,9 1364,3 3017,8 4373,2
LC-4 4 263,8 961,5 2504,7 4167,5 LA-2 2 341,9 1469.,5 2973,8 4404,7
F-4 1 359,0 1174,6 2673,1 3918,1 LA-2 3 389,4 1601,2 3188,6 4840,7
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Anexo 1. Continuagéo

Isolado | Repeticio [ 3 DAR 6 DAR 9 DAR 12 DAR | Isolado | Repeticio [ 3 DAR 6 DAR 9 DAR 12 DAR
F-4 2 197,1 1418,2 2217,7 3505,3 LA-2 4 429,3 1518,3 3078,6 42989
F-4 3 362,6 1175,6 2941,4 4015,4 PA-6 1 280,7 11194 25572 41579
F-4 4 343,6 1256,5 2561,7 3727,0 PA-6 2 217,5 1265,1 24350 4285,3
D-2 1 206,9 794,3 2518,2 32528 PA-6 3 271,4 1321,3 28484 45759
D-2 2 210,7 762,0 23649 3081,9 PA-6 4 340,1 1359,9 2778,9 43929
D-2 3 184,7 668.9 2330,1 3165,1 PA-4 1 209.8 1071.4 26485 40949
D-2 4 156,6 816,8 2128,6 3151,7 PA-4 2 197,1 1245.,8 2330,1 4053,2
D-3 1 235,1 944.6 2702,5 37233 PA-4 3 248.5 1227.,8 2673,1 4381,1
D-3 2 102,9 1195,3 1986,2 43145 PA-4 4 285,0 1240,5 2657,7 4180,9
D-3 3 318,3 1011,9 26179 3810,9 PA-3 1 171,8 895,0 2057,5 3638,6
D-3 4 193,8 1065,5 25875 4353,6 PA-3 2 221,8 1006,1 1911,0 2947.9
D-4 1 293,8 1041,9 2816,7 3651,1 PA-3 3 250,3 1163,2 2700,9 4551.,8
D-4 2 286,1 1115,3 28024 4030,5 PA-3 4 2674 12533 2657,7 43184
D-4 3 363,8 974,7 3075,3 42252 PA-2 1 155,8 809,8 19649 3643,9
D-4 4 330,9 1275,8 2800,9 45759 PA-2 2 189,3 1134,6 2300,0 39144
LC-5 1 3778 982,2 25844 3239,2 PA-2 3 2179 1239,5 2954,3 4420,5
LC-5 2 347,2 889,5 2567,8 3390,0 PA-2 4 265.9 11244 2405,7 3728.,8
LC-5 3 318,3 748,6 1178,7 1907,0 PA-7 1 212,6 9242 2152,1 3708,8

LC-5 4 3674 811,5 1776,0 2973.,8 PA-7 2 346,6 12823 2861,2 4312,6
F-5 1 382,0 1327,9 1963,6 4424.5 PA-7 3 364,4 1430,6 2949,5 4402,8
F-5 2 4437 1287,6 2704,0 42329 PA-7 4 332,6 1167.3 2639,3 41483
F-5 3 3759 1500,8 2939,8 43497 PA-1 1 298,1 1171,5 25572 3705,2
F-5 4 3425 1446,6 29479 46242 PA-1 2 232,6 14284 2797,8 4045.6

F-1B 1 152,4 826,3 2470,5 4102,5 PA-1 3 281,3 1318,1 2859,6 46323

F-1B 2 129,5 837,8 21854 4186,7 PA-1 4 334,9 1381,0 2670,0 41732

F-1B 3 186,5 1268,3 2722,6 4256,2 PA-8 1 251,8 11214 2466,0 42252

F-1B 4 299,2 1191,1 23504 3736,1 PA-8 2 3349 14489 2851,6 4152,1

F-3B 1 179,3 1034,1 2636,2 3951,7 PA-8 3 310,1 1530,0 3579,6 4318.4

F-3B 2 178,4 1305,0 2461,6 3699,8 PA-8 4 348,9 1295,2 32189 4571,8

F-3B 3 273,3 1478,7 3168,5 4547,8 PA-5 1 3132 998.,4 2210,6 3781,6

F-3B 4 265,3 1175.,6 3022,7 4310,6 PA-5 2 395,0 1048,8 2561,7 4295,0
PA-1 1 230,7 988,9 2219,1 3645,7 PA-5 3 364,4 989.,9 22459 37999
PA-1 2 395,0 14443 3537,0 4202,1 PA-5 4 308,7 952,1 2209,2 3579,6
PA-1 3 358,4 1632,6 3390,0 4902,8 PA-9 1 292,1 1202,6 2845,3 3862,5
PA-1 4 432,6 1600,0 3417,7 4175,2 PA-9 2 295,1 1219,9 2923,7 4507,8

LC-8 1 213,1 1001,3 2356,2 3669,1 PA-9 3 339,0 1190,1 28104 43223
LC-8 2 239,1 11254 2307,1 4098,7 PA-9 4 3104 1296,3 2648,5 4256,2
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Anexo 2. Dados de avalia¢des em plantas do ndmero de dias do periodo de incubagao (PI) e periodo

de laténcia (PL) apds a inoculacdo com 35 isolados monospoéricos de Magnaporthe grisea nas

cultivares de arroz Caloro (C), Fanny (F) e Oryzica Llanos 5 (OL-5) em 4 repeticoes (REP).

UnB/Embrapa CENARGEN, Brasilia-DF.

Cultivar | Isolado | REP |PI PL | Cultivar |Isolado | REP |PI PL | Cultivar | Isolado | REP PI |PL
C LC-1 1 3 6 LC-1 1 3 6 OL-5 LC-1 1 4 9
C LC-1 2 3 6 F LC-1 2 3 6 OL-5 LC-1 2 4 9
C LC-1 3 3 6 F LC-1 3 3 6 OL-5 LC-1 3 4 9
C LC-1 4 3 6 F LC-1 4 3 6 OL-5 LC-1 4 4 9
C F-1 1 2 5 F F-1 1 3 5 OL-5 F-1 1 4 6
C F-1 2 3 6 F F-1 2 3 6 OL-5 F-1 2 4 6
C F-1 3 3 5 F F-1 3 3 5 OL-5 F-1 3 4 6
C F-1 4 3 5 F F-1 4 3 5 OL-5 F-1 4 4 6
C LC-2 1 3 6 F LC-2 1 3 6 OL-5 LC-2 1 3 6
C LC-2 2 3 6 F LC-2 2 3 6 OL-5 LC-2 2 3 6
C LC-2 3 3 6 F LC-2 3 3 6 OL-5 LC-2 3 3 6
C LC-2 4 3 5 F LC-2 4 3 5 OL-5 LC-2 4 3 6
C F-2 1 1 2 F F-2 1 1 2 OL-5 F-2 1 3 6
C F-2 2 1 2 F F-2 2 1 2 OL-5 F-2 2 3 6
C F-2 3 1 2 F F-2 3 1 2 OL-5 F-2 3 3 6
C F-2 4 1 2 F F-2 4 1 2 OL-5 F-2 4 3 6
C F-3 1 3 6 F F-3 1 3 6 OL-5 F-3 1 5 0
C F-3 2 3 6 F F-3 2 3 6 OL-5 F-3 2 5 0
C F-3 3 3 6 F F-3 3 3 6 OL-5 F-3 3 5 0
C F-3 4 3 5 F F-3 4 3 6 OL-5 F-3 4 5 0
C 73 1 4 5 F 73 1 4 5 OL-5 73 1 6 0
C 73 2 4 5 F 73 2 4 5 OL-5 73 2 6 0
C 73 3 4 6 F 73 3 4 6 OL-5 73 3 6 0
C 73 4 4 5 F 73 4 4 5 OL-5 73 4 6 0
C D-1 1 3 8 F D-1 1 2 6 OL-5 D-1 1 2 0
C D-1 2 3 8 F D-1 2 2 7 OL-5 D-1 2 2 0
C D-1 3 3 7 F D-1 3 2 6 OL-5 D-1 3 2 0
C D-1 4 3 8 F D-1 4 2 6 OL-5 D-1 4 2 0
C LC-4 1 3 5 F LC-4 1 3 5 OL-5 LC-4 1 3 9
C LC-4 2 3 5 F LC-4 2 3 5 OL-5 LC-4 2 3 9
C LC-4 3 3 6 F LC-4 3 3 6 OL-5 LC-4 3 3 9
C LC-4 4 3 5 F LC-4 4 3 5 OL-5 LC-4 4 3 9
C F-4 1 4 6 F F-4 1 4 6 OL-5 F-4 1 4 0
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Anexo 2. Continuagdo

Cultivar | Isolado | REP | PI PL | Cultivar | Isolado | REP | PI | PL | Cultivar | Isolado | REP PI | PL
C F-4 2 4 6 F-4 2 4 6 OL-5 F-4 2 4 0
C F-4 3 4 6 F F-4 3 4 6 OL-5 F-4 3 4 0
C F-4 4 4 6 F F-4 4 4 6 OL-5 F-4 4 4 0
C D-2 1 3 6 F D-2 1 3 6 OL-5 D-2 1 3 9
C D-2 2 3 6 F D-2 2 3 6 OL-5 D-2 2 3 9
C D-2 3 3 6 F D-2 3 3 6 OL-5 D-2 3 3 9
C D-2 4 3 6 F D-2 4 3 6 OL-5 D-2 4 3 9
C D-3 1 3 9 F D-3 1 5 9 OL-5 D-3 1 3 0
C D-3 2 3 8 F D-3 2 6 9 OL-5 D-3 2 3 0
C D-3 3 3 8 F D-3 3 6 9 OL-5 D-3 3 3 0
C D-3 4 3 8 F D-3 4 6 9 OL-5 D-3 4 3 0
C D4 1 3 6 F D-4 1 3 6 OL-5 D-4 1 4 0
C D-4 2 3 6 F D-4 2 3 6 OL-5 D-4 2 4 0
C D4 3 2 6 F D-4 3 3 6 OL-5 D-4 3 3 0
C D-4 4 3 6 F D-4 4 3 6 OL-5 D-4 4 4 0
C LC-5 1 2 7 F LC-5 1 3 7 OL-5 LC-5 1 3 0
C LC-5 2 2 6 F LC-5 2 3 8 OL-5 LC-5 2 3 0
C LC-5 3 2 6 F LC-5 3 3 8 OL-5 LC-5 3 3 0
C LC-5 4 2 6 F LC-5 4 3 8 OL-5 LC-5 4 3 0
C F-5 1 3 5 F F-5 1 2 5 OL-5 F-5 1 6 8
C F-5 2 3 6 F F-5 2 3 6 OL-5 F-5 2 6 7
C F-5 3 3 6 F F-5 3 3 6 OL-5 F-5 3 6 8
C F-5 4 3 6 F F-5 4 3 6 OL-5 F-5 4 6 8
C F-1B 1 3 6 F F-1B 1 3 5 OL-5 F-1B 1 4 |11
C F-1B 2 3 6 F F-1B 2 4 5 OL-5 F-1B 2 3 |11
C F-1B 3 4 5 F F-1B 3 3 5 OL-5 F-1B 3 4 110
C F-1B 4 3 7 F F-1B 4 3 6 OL-5 F-1B 4 3 |11
C F-3B 1 3 6 F F-3B 1 3 6 OL-5 F-3B 1 5 0
C F-3B 2 4 6 F F-3B 2 3 6 OL-5 F-3B 2 5 0
C F-3B 3 3 6 F F-3B 3 4 5 OL-5 F-3B 3 5 0
C F-3B 4 3 6 F F-3B 4 3 6 OL-5 F-3B 4 5 0
C PA-1 1 4 5 F PA-1 1 4 5 OL-5 PA-1 1 5 0
C PA-1 2 4 6 F PA-1 2 4 6 OL-5 PA-1 2 5 0
C PA-1 3 4 6 F PA-1 3 4 6 OL-5 PA-1 3 5 0
C PA-1 4 3 5 F PA-1 4 3 5 OL-5 PA-1 4 5 0
C PA-2 1 3 5 F PA-2 1 3 5 OL-5 PA-2 1 6 |11
C PA-2 2 4 5 F PA-2 2 3 5 OL-5 PA-2 2 5 [ 11
C PA-2 3 4 6 F PA-2 3 3 6 OL-5 PA-2 3 6 |11
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Anexo 2. Continuagdo

Cultivar | Isolado | REP | PI PL | Cultivar | Isolado | REP | PI | PL | Cultivar | Isolado | REP PI | PL
C PA-2 4 3 6 PA-2 4 3 6 OL-5 PA-2 4 5 |11
C F-8 1 4 7 F F-8 1 3 7 OL-5 F-8 1 6 0
C F-8 2 4 8 F F-8 2 4 8 OL-5 F-8 2 4 0
C F-8 3 3 6 F F-8 3 4 6 OL-5 F-8 3 6 0
C F-8 4 4 6 F F-8 4 3 6 OL-5 F-8 4 4 0
C LC-6 1 3 6 F LC-6 1 3 6 OL-5 LC-6 1 6 0
C LC-6 2 3 6 F LC-6 2 3 6 OL-5 LC-6 2 6 0
C LC-6 3 3 6 F LC-6 3 3 7 OL-5 LC-6 3 6 0
C LC-6 4 4 6 F LC-6 4 4 6 OL-5 LC-6 4 6 0
C D-5 1 5 9 F D-5 1 5 8 OL-5 D-5 1 6 0
C D-5 2 5 9 F D-5 2 5 9 OL-5 D-5 2 6 0
C D-5 3 5 9 F D-5 3 6 9 OL-5 D-5 3 6 0
C D-5 4 5 9 F D-5 4 6 9 OL-5 D-5 4 6 0
C PA-3 1 4 6 F PA-3 1 4 6 OL-5 PA-3 1 5 0
C PA-3 2 4 6 F PA-3 2 4 6 OL-5 PA-3 2 5 0
C PA-3 3 4 6 F PA-3 3 4 6 OL-5 PA-3 3 5 0
C PA-3 4 4 6 F PA-3 4 4 6 OL-5 PA-3 4 5 0
C PA-4 1 3 5 F PA-4 1 3 5 OL-5 PA-4 1 6 0
C PA-4 2 4 5 F PA-4 2 4 5 OL-5 PA-4 2 6 0
C PA-4 3 3 5 F PA-4 3 3 5 OL-5 PA-4 3 6 0
C PA-4 4 3 6 F PA-4 4 3 6 OL-5 PA-4 4 6 0
C F-9 1 3 4 F F-9 1 2 4 OL-5 F-9 1 3 9
C F-9 2 3 5 F F-9 2 3 5 OL-5 F-9 2 4 9
C F-9 3 4 6 F F-9 3 3 6 OL-5 F-9 3 4 9
C F-9 4 3 6 F F-9 4 3 6 OL-5 F-9 4 4 |10
C LA-1 1 3 5 F LA-1 1 3 6 OL-5 LA-1 1 6 0
C LA-1 2 3 5 F LA-1 2 3 6 OL-5 LA-1 2 6 0
C LA-1 3 4 6 F LA-1 3 4 6 OL-5 LA-1 3 6 0
C LA-1 4 4 6 F LA-1 4 4 6 OL-5 LA-1 4 6 0
C PA-5 1 4 6 F PA-5 1 4 6 OL-5 PA-5 1 5 0
C PA-5 2 3 6 F PA-5 2 3 6 OL-5 PA-5 2 4 0
C PA-5 3 3 6 F PA-5 3 3 6 OL-5 PA-5 3 5 0
C PA-5 4 3 6 F PA-5 4 3 6 OL-5 PA-5 4 5 0
C PA-6 1 4 5 F PA-6 1 3 5 OL-5 PA-6 1 5 8
C PA-6 2 4 5 F PA-6 2 3 5 OL-5 PA-6 2 6 9
C PA-6 3 4 5 F PA-6 3 3 5 OL-5 PA-6 3 6 9
C PA-6 4 3 5 F PA-6 4 3 5 OL-5 PA-6 4 5 9
C PA-7 1 3 6 F PA-7 1 3 6 OL-5 PA-7 1 4 0
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Anexo 2. Continuagdo

Cultivar | Isolado | REP | PI PL | Cultivar | Isolado | REP | PI | PL | Cultivar | Isolado | REP PI | PL
C PA-7 2 3 5 PA-7 2 3 5 OL-5 PA-7 2 3 0
C PA-7 3 4 5 F PA-7 3 3 6 OL-5 PA-7 3 4 0
C PA-7 4 4 5 F PA-7 4 4 5 OL-5 PA-7 4 4 0
C D-1 1 3 5 F D-1 1 3 5 OL-5 D-1 1 4 0
C D-1 2 3 5 F D-1 2 3 5 OL-5 D-1 2 4 0
C D-1 3 4 6 F D-1 3 4 5 OL-5 D-1 3 4 0
C D-1 4 3 5 F D-1 4 3 5 OL-5 D-1 4 3 0
C LA-2 1 5 9 F LA-2 1 7 9 OL-5 LA-2 1 7 0
C LA-2 2 6 9 F LA-2 2 6 9 OL-5 LA-2 2 6 0
C LA-2 3 6 10 F LA-2 3 6 10 OL-5 LA-2 3 6 0
C LA-2 4 6 9 F LA-2 4 6 9 OL-5 LA-2 4 6 0
C LC-7 1 3 6 F LC-7 1 3 6 OL-5 LC-7 1 4 0
C LC-7 2 3 7 F LC-7 2 2 6 OL-5 LC-7 2 3 0
C LC-7 3 4 6 F LC-7 3 4 7 OL-5 LC-7 3 4 0
C LC-7 4 4 6 F LC-7 4 3 6 OL-5 LC-7 4 4 0
C PA-9 1 3 5 F PA-9 1 4 5 OL-5 PA-9 1 4 0
C PA-9 2 3 5 F PA-9 2 3 5 OL-5 PA-9 2 4 0
C PA-9 3 4 6 F PA-9 3 4 6 OL-5 PA-9 3 4 0
C PA-9 4 3 6 F PA-9 4 3 6 OL-5 PA-9 4 3 0
C F-10 1 4 6 F F-10 1 4 6 OL-5 F-10 1 6 0
C F-10 2 4 6 F F-10 2 4 6 OL-5 F-10 2 6 0
C F-10 3 4 6 F F-10 3 4 6 OL-5 F-10 3 6 0
C F-10 4 4 6 F F-10 4 4 6 OL-5 F-10 4 6 0
C F-11 1 4 6 F F-11 1 3 5 OL-5 F-11 1 6 |12
C F-11 2 4 6 F F-11 2 4 5 OL-5 F-11 2 6 |12
C F-11 3 3 5 F F-11 3 3 5 OL-5 F-11 3 5 |11
C F-11 4 4 7 F F-11 4 4 6 OL-5 F-11 4 6 |12
C LC-8 1 4 6 F LC-8 1 3 6 OL-5 LC-8 1 4 0
C LC-8 2 4 6 F LC-8 2 4 6 OL-5 LC-8 2 4 0
C LC-8 3 3 5 F LC-8 3 4 5 OL-5 LC-8 3 3 0
C LC-8 4 4 6 F LC-8 4 3 6 OL-5 LC-8 4 4 0
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Anexo 3. Dados de severidade de Brusone nas folhas através da escala de notas visuais de 7 graus (0,1,3,4,5,7 ¢ 9) aos 3,6,9 e 12 dias
ap6s a inoculagdo (DAR) com 35 isolados monospoéricos de Magnaporthe grisea, nas cultivares de arroz Caloro (C), Fanny (F) e

Oryzica Llanos 5 (OL-5) em 4 repeti¢des (REP). UnB/Embrapa CENARGEN, Brasilia-DF.

Cultivar | Isolado | REP |3 6 9 12 Cultivar | Isolado |REP |3 6 9 12 Cultivar | Isolado |REP |3 6 9 12
C F-1 1 3 4 7 7 F F-1 1 1 4 7 7 OL-5 F-1 1 0 4 4 4
C F-1 2 1 5 7 7 F F-1 2 1 5 7 7 OL-5 F-1 2 0 4 4 4
C F-1 3 1 4 5 5 F F-1 3 1 4 5 5 OL-5 F-1 3 0 4 4 4
C F-1 4 1 4 7 7 F F-1 4 1 4 7 7 OL-5 F-1 4 0 4 4 4
C LC-1 1 1 4 5 5 F LC-1 1 1 4 5 7 OL-5 LC-1 1 0 3 4 4
C LC-1 2 1 4 7 7 F LC-1 2 1 4 7 9 OL-5 LC-1 2 0 3 4 4
C LC-1 3 1 4 5 5 F LC-1 3 1 4 5 5 OL-5 LC-1 3 0 3 4 4
C LC-1 4 1 4 5 5 F LC-1 4 1 4 5 7 OL-5 LC-1 4 0 3 4 4
C LC-2 1 1 4 5 5 F LC-2 1 1 4 7 7 OL-5 LC-2 1 1 4 5 5
C LC-2 2 1 4 5 5 F LC-2 2 1 4 7 7 OL-5 LC-2 2 1 4 4 4
C LC-2 3 1 4 5 5 F LC-2 3 1 4 5 5 OL-5 LC-2 3 1 4 4 4
C LC-2 4 1 5 5 5 F LC-2 4 1 5 5 7 OL-5 LC-2 4 1 4 4 4
C F-2 1 4 4 5 5 F F-2 1 4 4 5 5 OL-5 F-2 1 1 4 4 4
C F-2 2 4 4 5 5 F F-2 2 4 4 5 5 OL-5 F-2 2 1 4 4 4
C F-2 3 4 4 4 5 F F-2 3 5 4 5 5 OL-5 F-2 3 1 4 4 4
C F-2 4 4 4 5 5 F F-2 4 4 4 5 5 OL-5 F-2 4 1 4 4 4
C F-3 1 1 4 4 4 F F-3 1 1 4 4 5 OL-5 F-3 1 0 1 1 1
C F-3 2 1 4 4 4 F F-3 2 1 4 4 4 OL-5 F-3 2 0 1 1 1
C F-3 3 1 4 5 5 F F-3 3 1 4 4 5 OL-5 F-3 3 0 1 1 1
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Anexo3. Continuagdo

Cultivar | Isolado | REP 3 6 9 12 | Cultivar | Isolado | REP 3 6 9 12 Cultivar | Isolado | REP | 3 6 9 12
C PA-8 2 0 4 5 7 PA-8 2 0 4 5 7 OL-5 PA-8 2 0 1 1 1
C PA-8 3 0 4 7 7 F PA-8 3 0 4 7 7 OL-5 PA-8 3 0 1 1 1
C PA-8 4 0 4 7 7 F PA-8 4 0 4 7 7 OL-5 PA-8 4 0 1 1 1
C PA-5 1 0 4 5 7 F PA-5 1 1 5 5 7 OL-5 PA-5 1 0 1 1 4
C PA-5 2 0 4 5 7 F PA-5 2 0 5 5 7 OL-5 PA-5 2 0 1 1 4
C PA-5 3 1 5 7 9 F PA-5 3 1 5 5 9 OL-5 PA-5 3 0 1 1 4
C PA-5 4 0 3 7 7 F PA-5 4 0 4 7 7 OL-5 PA-5 4 0 1 1 4
C PA-9 1 0 4 5 7 F PA-9 1 0 4 7 9 OL-5 PA-9 1 0 1 1 1
C PA-9 2 0 4 5 9 F PA-9 2 1 4 5 9 OL-5 PA-9 2 0 1 1 1
C PA-9 3 1 5 5 9 F PA-9 3 1 5 7 9 OL-5 PA-9 3 1 1 1 1
C PA-9 4 0 4 7 9 F PA-9 4 0 4 7 9 OL-5 PA-9 4 0 1 1 1
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Anexo 4A. Dados originais de genotipagem de 140 isolados monospéricos de Magnaporthe grisea utilizando-se 31 marcadores

microssatélites. UnB/Embrapa CENARGEN, Brasilia-DF.

Isolado | ms 81-82 | PG 36 | ms 99-100 | PG-21 | ms 47-48 | ms 109-110 | ms 93-94 | ms 125-126 | ms 83-84 | PG 04 | PG 42 | ms 87-88 | MGM 21 | PG 27 | ms 107-108
107 171,39 208,32 186,43 207,95 163,46 176,20 210,96 174,60 - - - 179,35 144,44 207,86 325,30
11 - - 186,51 208,17 163,54 176,32 215,95 174,31 187,04 210,92 212,16 | 179,61 144,23 214,58 325,32
127 170,73 - 192,51 - - 174,10 208,21 - - - - 173,37 144,46 | 222,35 327,32
12 211,59 [208,33 186,48 210,09 | 163,47 176,39 216,21 174,32 187,16 [220,55]212,29| 179,36 144,40 | 220,28 325,13
148 140,84 | 206,54 183,65 206,03 - 174,15 209,27 186,40 172,70 ] 205,81 - 182,33 144,36 202,43 325,52
14 147,19 | 189,26 - - - 176,13 209,04 - 183,19 | 184,77 - 182,26 - - 325,22
152 211,20 | 208,53 186,49 | 208,47 - 176,38 209,74 174,65 - 224,43 210,33 | 179,49 144,64 218,42 325,37
154 171,64 - 183,80 204,28 | 161,50 174,16 209,15 186,20 - - - 182,24 144,39 198,52 325,29
15 116,83 |210,70 186,47 210,16 | 163,55 176,41 208,57 174,86 187,22 212,74 (212,30 | 179,43 144,36 | 218,52 325,35
161 - 194,53 195,37 194,28 | 163,52 174,04 206,87 - - - - 220,10 144,46 232,24 325,25
164 - 194,53 183,70 |204,09| 161,51 174,13 208,73 174,41 - - - 182,50 144,29 205,83 325,14
168 171,20 210,23 186,40 [210,05| 163,48 176,28 - 174,53 - - - - - - 323,43
16 141,45 206,48 - 206,08 | 163,52 176,21 209,08 186,32 172,40 201,44 245,74 | 182,35 144,52 | 214,35 325,25
173 170,99 210,57 195,35 194,37 | 163,59 174,20 208,21 - - - - 220,12 144,39 232,19 325,28
186 171,48 - 192,41 256,59 - 174,22 - - - - - 173,43 144,42 220,38 326,96
188 171,50 - 186,37 208,06 | 163,47 176,20 - - - - - 179,43 144,38 | 209,78 325,33
190 116,64 |208,47 186,49 208,18 | 163,56 176,48 - 174,48 - - - - - - 325,47
19 - 204,85 183,52 204,37 | 161,59 174,20 209,53 186,38 172,39 214,41 243,64 | 182,31 144,42 | 204,28 325,29
1 - - 186,60 [210,16| 163,53 176,33 208,65 174,65 - - - 179,45 - 220,44 -
209 116,81 |208,42 183,73 204,28 | 161,42 174,20 208,09 186,34 - - - 182,33 144,35 202,40 325,34
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Anexo 4A. Continuacio

Isolado | ms 81-82 | PG 36 | ms 99-100 | PG-21 | ms 47-48 | ms 109-110 | ms 93-94 | ms 125-126 | ms 83-84 | PG 04 | PG 42 | ms 87-88 | MGM 21 | PG 27 | ms 107-108
20 - - 183,71 206,11 163,56 176,20 207,88 186,10 172,76 208,80 | 243,83 | 182,33 144,23 | 214,40 325,38
214 - 204,45 183,72 - - - 208,05 186,32 - - - 182,23 144,44 200,49 325,47
218 - 204,44 186,46 |208,03 | 163,47 176,30 206,68 174,41 - - - 179,36 144,36 213,58 325,24
22 171,09 - 192,33 256,99 | 18391 174,24 208,23 150,20 - - - 173,46 144,43 | 224,19 327,17
23 - - 183,74 204,18 | 161,49 174,10 209,13 186,31 - - - 182,38 144,44 200,17 -

24 171,31 - 192,42 |256,72| 183,65 174,10 208,18 150,31 - - - 173,40 144,27 | 224,28 327,18
251 - 208,31 186,58 208,07 | 16345 176,32 - 171,46 - - - 179,46 - 222,25 -
2 141,16 | 204,45 - 204,09 161,42 174,10 208,08 186,35 172,81 204,00 | 255,83 | 182,35 144,37 | 206,64 325,36
302 - 208,65 183,67 204,27 | 161,58 174,32 209,02 186,19 - - - 182,30 144,48 |202,45 325,22
319 171,66 | 208,24 183,71 208,81 | 161,97 174,45 209,06 - - - - 182,17 144,62 | 208,46 325,12
34 - 194,53 - 194,28 | 163,50 174,21 207,79 - 172,05 248,14 243,83 | 220,11 144,30 232,21 325,20
359 - 208,49 186,45 208,86 | 163,95 176,79 - 174,52 - - - 179,22 144,76 216,20 325,24
365 - 205,63 183,69 204,61 | 161,80 174,46 179,17 - - - - 182,10 144,69 204,70 325,25
374 116,70 |208,34 186,44 208,50 | 163,78 176,47 216,00 174,50 - - - 179,14 144,51 |216,14 324,92
376 - 204,19 183,77 204,77 | 161,92 174,53 180,00 - - - - 182,21 - 208,35 325,30
380 - 204,37 183,62 204,69 | 161,78 174,52 208,78 174,46 - - - 182,25 - 208,50 325,19
389 141,58 |204,45 183,59  [204,71| 161,73 174,47 208,92 192,23 - - - 182,36 144,52 | 208,54 325,33
38 - - 183,61 204,18 | 161,58 174,14 208,42 - - - - 182,31 - 206,72 327,24
391 - 204,36 183,56 204,27 | 161,50 174,16 208,76 177,54 - 215,03 247,96 | 182,32 144,43 | 208,55 325,23
393 - 204,71 183,49 204,62 | 161,72 174,39 209,17 - - - - 182,12 144,63 | 206,54 325,32
397 140,38 | 204,87 186,42 | 204,09 - 174,04 208,26 186,44 172,66 214,76 | 242,01 | 182,35 144,26 202,29 325,10
39 - - 183,61 206,35 | 163,54 176,31 209,42 174,68 - - - 179,45 - 222,39 325,29
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Anexo 4A. Continuacio

Isolado | ms 81-82 | PG 36 | ms 99-100 | PG-21 | ms 47-48 | ms 109-110 | ms 93-94 | ms 125-126 | ms 83-84 | PG 04 | PG 42 | ms 87-88 | MGM 21 | PG 27 | ms 107-108

3 - - 183,63 204,27 | 161,59 174,20 - 174,67 - - - 182,33 144,49 210,48 325,18
401 140,68 | 204,69 183,73 [204,28 | 161,60 174,26 209,30 192,26 172,62 214,68 |247,85| 182,42 144,36 200,31 325,17
403 - 208,32 195,34 208,84 | 163,90 176,65 215,58 - - - - 179,24 - 218,16 325,33
409 135,77 [ 194,56 183,76 194,84 | 163,93 174,58 199,54 - - - - 219,84 - 234,02 325,33
411 141,13 | 204,53 - 204,18 | 161,49 174,10 208,07 174,44 173,06 |212,80|247,84| 182,33 144,41 202,13 325,27
412 141,29 204,62 186,50 - - - 207,97 186,22 - 210,571 245,84 | 182,42 144,36 | 200,35 325,22
413 116,67 |208,42 183,70 - - - 172,70 - - - - 179,31 144,48 220,19 325,20
416 141,19 204,62 195,43 204,09 - 174,14 208,11 186,28 172,85 210,65 245,85 | 182,31 144,35 200,26 325,20
417 - 194,73 186,46 - - - 208,40 198,55 - - - 219,88 144,65 |234,01 325,20
418 116,60 |208,38 183,59 - - - 172,41 - - - - 179,24 - 222,16 325,33
422 - 206,38 183,63 206,60 | 163,86 174,55 207,76 188,98 - - - 182,02 - 208,63 325,19
430 - 206,36 183,75 206,49 | 161,79 174,36 207,91 - - - - 182,17 144,82 218,33 325,30
431 - - 183,55 204,52 161,71 174,42 208,90 191,93 - - - 182,19 144,60 | 206,68 325,30
434 171,50 | 208,64 161,41 - - - 209,15 186,23 - - - - - - 325,22
436 141,68 |204,36 186,43 204,62 | 161,56 174,32 208,94 186,07 - - - 182,25 144,66 | 208,37 325,21
437 - 210,38 163,60 210,76 | 163,71 176,51 215,38 177,49 - - - 179,32 144,68 | 214,71 325,23
439 - 204,46 186,46 204,54 | 163,89 174,40 208,76 186,09 - - - 182,29 144,59 199,79 325,21
445 - 208,34 163,60 208,41 | 163,59 176,47 216,03 174,43 - - - 179,12 - 218,26 325,18
446 141,50 |204,36 183,64 204,54 | 161,64 174,19 207,82 186,22 - - - 182,12 144,52 198,88 325,42
453 - 204,27 186,53 |204,35| 161,38 174,23 208,78 186,14 - - - 182,17 - 199,35 325,24
456 - 208,62 - 208,17 | 163,45 176,32 208,84 174,72 186,95 |220,61 208,36 | 179,34 - 214,54 325,22
458 - 204,36 183,61 204,52 | 161,61 174,21 208,56 186,11 - - - 182,33 - 199,81 325,32
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Anexo 4A. Continuacio

Isolado | ms 81-82 | PG 36 | ms 99-100 | PG-21 | ms 47-48 | ms 109-110 | ms 93-94 | ms 125-126 | ms 83-84 | PG 04 | PG 42 | ms 87-88 | MGM 21 | PG 27 | ms 107-108
459 - 202,61 - - - - 208,80 186,23 - - - 181,18 - 199,49 327,14
462 - 206,35 192,47 206,41 | 163,82 174,38 201,35 189,02 - - - 182,39 - 208,58 325,25
466 172,12 256,84 - 257,43 - 174,37 200,58 - - - - 173,38 - 216,85 325,31
467 140,73 202,61 186,50 204,62 | 161,83 174,53 209,12 - - - - 182,44 144,64 199,79 -
468 116,64 |208,23 183,77 208,44 | 163,73 176,53 215,17 174,37 - - - - - - 325,43

46 - 204,62 183,65 204,18 | 161,49 174,13 208,86 - - - - 182,16 - 200,36 325,38
477 140,65 | 204,60 161,42 204,18 | 161,50 174,26 209,31 186,38 172,63 |210,69 | 253,73 | 182,34 144,45 200,54 325,28
480 - 208,25 161,49 208,46 | 163,79 176,45 215,83 174,36 - - - 179,58 - 205,52 325,17
485 - - 186,54 204,53 | 161,93 174,50 208,71 174,45 - - - 182,39 144,50 | 206,67 325,28
487 172,28 210,13 183,69 [210,57| 163,63 176,43 215,96 177,34 - - - 182,44 - - 325,24
494 - 204,28 159,32 |204,45| 161,67 174,31 208,77 186,13 - 210,75 251,30 | 182,41 144,41 | 199,77 325,14

4 - - 183,57 - - - - - 157,51 201,31 247,66 | 182,26 144,45 203,73 325,16

511 142,02 204,09 183,62 204,36 | 161,69 174,40 208,62 185,93 - - - 182,48 - - 325,44
516 174,09 204,19 183,65 [204,45| 161,68 174,39 209,26 186,40 - 210,58 - 182,41 144,61 200,14 325,25
527 141,06 | 206,56 183,60 206,17 | 16141 174,16 208,88 186,26 172,64 205,71 245,79 | 182,32 144,37 | 208,57 325,15
530 144,69 | 204,27 - 204,27 | 161,67 174,23 209,94 174,53 - - - 182,20 - - 325,14
532 141,79 204,28 183,62  [204,46| 161,58 174,19 208,79 186,22 180,39 210,64 124947 | 18231 144,48 201,78 325,26
536 141,93 204,09 186,38 204,53 | 161,74 174,44 208,69 186,01 - - - 179,49 - - 325,11
540 116,45 |208,15 183,74 208,27 | 163,62 176,33 214,75 174,32 182,35 205,68 210,20 | 179,54 144,65 207,94 325,36
541 141,41 204,36 186,46 204,64 | 161,76 174,44 208,74 186,18 - - - 179,37 - - 325,19
545 116,50 | 208,04 183,67 [208,39| 163,55 176,29 216,05 174,31 - 220,37 [ 212,14 | 179,34 - 207,66 325,31
546 141,64 |204,27 186,18 |204,55| 161,69 174,50 200,40 186,08 - - - 182,40 - - 325,15
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Anexo 4A. Continuacio

Isolado | ms 81-82 | PG 36 | ms 99-100 | PG-21 | ms 47-48 | ms 109-110 | ms 93-94 | ms 125-126 | ms 83-84 | PG 04 | PG 42 | ms 87-88 | MGM 21 | PG 27 | ms 107-108
547 141,09 | 204,54 183,60 204,18 | 161,50 174,26 209,10 186,38 173,21 202,03 ]251,63| 182,25 - 200,40 325,15
552 141,91 204,18 183,64 204,71 | 161,90 174,53 208,47 186,13 - 210,77 [ 251,46 | 182,36 144,70 |200,15 325,27
553 141,84 204,09 186,57 204,46 | 161,60 174,36 208,73 186,04 178,38 - - 182,49 - - 325,26
560 - - 183,56 |208,35| 163,63 176,52 215,67 177,25 - - - 182,49 - - 325,31
564 - 204,09 183,70  |204,27| 161,60 174,23 208,53 186,19 - - - 182,41 - 201,84 325,34
566 174,56 206,59 - 206,18 | 163,53 174,33 208,27 189,12 172,64 203,64 |245,85| 182,40 144,26 | 208,51 325,33
575 11691 210,30 183,78 206,26 | 161,49 176,43 215,83 177,59 187,15 230,22 210,09 | 179,36 - - 325,26

57 - - 183,69 204,28 | 161,51 174,24 209,07 210,68 - - - 182,41 144,49 202,38 327,18
584 - 204,18 - - - 174,45 209,52 174,24 180,28 | 214,71 247,68 | 182,40 144,47 | 208,65 327,11
586 172,10 - 192,37 - - 174,47 207,57 150,06 - - - 173,47 144,64 224,13 325,36
587 171,98 |256,77 183,69 - - 174,29 207,60 149,92 178,19 [181,08|173,17| 173,50 144,43 | 224,32 325,38
588 - - 183,69 206,24 | 161,58 174,33 207,53 186,15 172,41 205,06 | 245,66 | 182,42 144,50 201,87 325,25

5 - - 183,72 206,22 | 163,49 176,19 209,26 186,32 - - - 182,42 - 207,84 325,32

60 - - 183,49 204,18 | 161,48 174,27 209,25 174,70 - - - 182,29 144,44 | 208,57 -
611 141,55 [206,26 183,62 - - 174,21 208,54 185,99 179,13 - - 182,35 - 204,64 325,27
616 - - 186,47 206,44 | 161,68 174,39 208,39 186,22 178,92 208,87 (249,49 | 183,89 144,42 | 198,59 327,17
617 116,89 [210,71 183,50 [210,18| 163,48 176,21 209,27 174,47 186,81 |218,90|208,39| 179,53 - 218,45 325,29
618 141,81 206,20 192,19 206,37 | 161,78 174,39 207,71 185,95 178,92 208,70 - 182,39 - 204,71 325,13
628 - - 189,30 - - - 207,57 150,11 171,30 | 172,98 | 167,04 | 173,47 - 226,32 327,33
629 172,22 1208,11 186,43 208,09 | 163,56 176,39 218,81 174,33 190,00 209,21 212,00 179,33 - 214,44 325,36
630 - 207,96 192,40 - - 176,45 215,54 174,14 186,45 216,37 |212,10| 179,42 144,41 | 214,40 325,30
631 170,86 - 186,48 - - 174,27 208,38 150,36 171,48 171,76 167,39 173,41 144,25 |219,16 325,43
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Anexo 4A. Continuacio

Isolado | ms 81-82 | PG 36 | ms 99-100 | PG-21 | ms 47-48 | ms 109-110 | ms 93-94 | ms 125-126 | ms 83-84 | PG 04 | PG 42 | ms 87-88 | MGM 21 | PG 27 | ms 107-108
632 116,78 202,54 186,45 202,22 161,31 176,30 212,14 174,50 187,10 206,00 ]210,37| 179,35 144,37 202,36 325,39
633 116,75 200,58 186,59 - - 176,37 209,21 174,63 172,75 173,48 208,47 | 179,44 144,36 | 226,27 325,28
635 - - 186,51 202,20 16141 176,30 - - 187,31 205,77 1210,30 | 179,42 - 215,81 325,35
636 116,39 207,92 183,69 208,41 | 163,64 176,41 222,48 174,30 186,61 |226,52|204,45| 179,51 - 218,53 325,14
642 - - 183,72 206,36 | 161,58 174,23 208,82 - 172,43 1203,57|247,82| 182,34 - 202,42 325,25

6 - 206,28 183,72 204,62 | 161,79 174,36 208,66 186,06 172,58 207,14 243,84 | 182,28 144,45 202,35 325,37
72 - - - 204,09 | 161,53 174,28 209,27 174,39 - - - 182,34 144,44 202,17 325,19
73 135,44 | 194,60 183,73 - - - 207,95 - 171,57 - 241,97 220,13 144,30 | 232,20 -

7 - 204,77 183,64 204,62 | 161,72 174,41 208,14 186,16 - - - 185,22 - 208,57 325,24

8 - - - 204,37 | 161,59 174,20 208,51 174,27 172,29 1207,23 243,76 | 182,40 144,48 |208,60 325,36
92 - - 183,63 207,98 | 163,45 176,31 209,08 174,35 - - - 179,37 144,42 216,38 325,16
93 - - 192,49 204,18 | 161,49 174,10 209,00 220,34 - - - 182,41 144,36 | 206,55 325,25
99 - - - - - 174,16 - - - - - - - - -

9 - - 183,57 204,44 | 161,66 174,42 209,36 - - - - 182,37 144,53 202,53 -
800 138,44 202,55 - 202,29 - 176,27 209,18 174,72 173,15 [175,921212,28 | 179,34 - 232,04 -
805 144,97 204,62 186,50 | 204,09 - 176,18 214,71 174,59 186,72 206,84 |212,28 | 179,45 144,47 - -
700 - - 192,64 - - - 208,25 150,51 177,30 | 179,28 172,80 | 173,38 - - 326,92
705 - - 192,63 - 186,49 174,42 208,48 150,66 177,95 177,68 173,36 | 173,60 - - 326,98
710 - - 192,51 - 190,39 174,47 207,99 150,54 177,92 179,73 173,28 | 173,65 - 220,90 327,16
715 - - 192,41 - 186,56 174,67 208,41 150,70 177,80 179,63 173,21 | 173,62 - - 327,01
720 - - 192,39 - 190,41 175,39 208,13 150,51 177,82 | 179,55|173,08| 173,38 - 220,69 327,06
725 173,09 - 192,76 - 186,46 - 211,37 150,53 181,09 179,72 117540 | 173,66 - 220,45 326,82
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Anexo 4A. Continuacio

Isolado | ms 81-82 | PG 36 | ms 99-100 | PG-21 | ms 47-48 | ms 109-110 | ms 93-94 | ms 125-126 | ms 83-84 | PG 04 | PG 42 | ms 87-88 | MGM 21 | PG 27 | ms 107-108
730 170,71 - - - - - - - 177,77 [ 177,59 173,11 | 173,45 - - 326,97
735 172,85 - 192,45 - - - - - - - - 173,48 - - -

740 - - 192,70 - - 174,60 207,92 150,40 177,89 - - 173,78 - - 326,99
745 173,15 - 192,96 - 186,56 174,58 208,46 150,61 - - - 173,79 - 224,66 327,03
750 172,83 - 192,59 - 186,47 174,43 211,50 150,61 - - - 173,40 - 220,36 327,02
760 172,48 - 192,61 - 186,43 175,68 208,46 150,64 177,61 179,40 |173,06| 173,60 - 224,69 326,94
770 172,80 - 192,64 206,32 | 186,29 174,52 208,12 150,47 177,86 | 177,59 173,18 | 173,67 - - 326,83
775 172,85 - 192,79 1206,63 | 186,49 175,56 208,54 150,74 180,31 [ 175,11 181,94 173,50 - 224,65 326,89
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Anexo 4B. Dados originais de genotipagem de 140 isolados monospoéricos de Magnaporthe grisea utilizando-se 31 marcadores microssatélites.

UnB/Embrapa CENARGEN, Brasilia-DF.

Isolado | PG20 | PG 14 | ms41-42 | ms 115-116 | ms 61-62 | PG5 PG 16 PG6 | PG19 | ms63-64 | ms67-68 | PG26 | PGY9 | PG12 | PG 30 ms 77-78

107 199,39 | 199,33 146,47 130,07 213,48 169,40 | 135,07 | 161,01 | 204,36 147,37 199,06 208,31 | 167,87 - - -

11 194,76 | 199,33 146,42 130,13 213,55 171,61 | 135,12 | 152,16 | 204,09 147,37 197,18 208,16 | 167,82 | 106,86 | 193,41 175,00
127 - 265,95 146,41 130,03 212,53 - 143,01 | 150,21 - 159,82 201,02 208,20 | 143,62 | 110,82 | 189,51 202,27
12 194,75 | 195,51 145,43 130,00 - - - 156,23 | 200,27 147,28 - - - - - -
148 | 237,21 | 210,97 146,51 130,00 213,51 167,56 | 135,16 | 164,06 | 216,45 147,43 - - - - - -
14 237,04 | 210,15 - - - - - - 216,13 147,44 - - - - - -
152 192,65 | 196,47 - 130,07 213,43 171,73 | 135,39 | 155,01 | 202,49 147,44 - - - - - -
154 | 238,31 | 213,08 146,40 130,01 213,56 167,73 | 135,23 | 167,99 | 21845 147,51 200,95 208,21 | 129,92 | 104,88 | 189,76 174,92
15 194,51 | 195,50 127,29 130,07 213,51 169,54 | 135,14 - 204,69 147,58 - - - 107,00 | 189,42 175,02
161 202,25 | 177,96 146,54 130,18 212,51 145,00 | 135,08 | 136,82 | 182,68 145,62 187,58 208,21 | 151,66 | 103,08 | 180,62 175,88
164 | 205,18 | 211,04 146,46 130,06 213,46 169,56 | 135,11 | 165,05 | 216,35 147,40 - 207,01 - 104,77 | 189,80 174,89
168 196,14 | 199,42 146,53 130,12 213,28 173,58 | 135,02 | 156,75 | 204,44 147,51 199,03 208,21 | 171,85 | 106,85 | 195,38 174,95
16 225,24 | 211,06 146,42 129,95 213,50 167,73 | 135,22 - - - 201,04 208,22 | 127,76 | 104,83 | 191,55 174,96
173 203,13 | 177,95 146,43 129,99 212,51 144,92 | 135,00 | 136,96 | 182,10 145,49 187,45 208,13 | 151,76 | 104,55 | 180,07 174,96
186 - 267,90 146,48 130,02 212,61 136,80 | 142,90 - - - 200,99 208,18 | 143,72 | 110,78 | 238,28 202,27
188 195,58 | 197,35 146,51 130,11 212,49 171,48 | 135,01 | 154,00 | 202,40 147,34 199,00 208,23 | 167,83 | 106,81 193,54 174,96
190 194,65 | 197,44 146,41 130,02 - - - 154,08 | 202,45 147,49 199,12 208,31 | 167,84 - - -

19 240,79 | 212,85 146,39 130,02 213,46 167,62 | 135,18 | 163,68 | 218,85 147,66 - - - - - -

1 - 195,51 145,41 130,04 213,60 169,49 | 135,07 | 153,77 | 200,75 147,67 199,18 208,25 | 167,74 | 106,92 | 19547 174,99
209 | 241,22 | 21291 146,45 130,02 213,47 167,53 | 135,01 | 168,10 | 218,42 147,56 200,91 208,24 | 127,68 | 102,87 | 189,58 174,99
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Anexo 4B. Continuagio

Isolado | PG20 | PG 14 | ms41-42 | ms 115-116 | ms 61-62 | PG5 PG16 | PG6 | PG19 | ms 63-64 | ms67-68 | PG 26 PG 9 PG 12 PG 30 ms 77-78
20 241,34 | 209,92 146,45 130,09 213,50 167,61 | 135,19 - 182,69 145,59 - - - 104,80 191,43 174,93
214 - 207,15 146,36 129,96 213,42 167,58 | 135,01 | 166,16 | 212,43 147,49 200,99 208,26 | 127,83 | 104,77 189,58 174,92
218 192,65 | 197,45 146,43 129,99 213,47 173,64 | 135,17 [ 163,12 | 202,41 147,41 - - - - - -
22 191,55 | 208,63 146,45 130,07 212,55 136,94 | 143,01 | 150,31 - 160,43 - - - - - -
23 195,97 | 210,85 146,51 130,15 213,50 167,61 | 135,02 - 182,71 - 201,07 208,30 | 127,84 | 104,81 189,55 175,00
24 - 265,89 145,38 129,97 212,65 136,85 | 143,01 - - 159,46 201,00 208,24 | 143,76 - - -
251 - 199,42 146,43 130,06 213,46 171,56 | 135,11 | 149,94 | 218,27 147,55 199,04 208,09 | 173,90 | 104,82 189,58 -

2 237,30 - - - 213,55 167,52 | 135,09 - - - 200,95 208,22 | 127,82 | 104,75 189,57 174,96
302 | 241,29 | 212,96 146,36 129,93 213,48 167,61 | 135,11 - 182,46 147,35 - - - 104,70 189,75 174,96
319 | 202,23 | 210,92 146,37 129,89 213,51 167,91 | 135,52 | 164,09 - - 202,91 208,23 | 127,84 - - 202,19

34 194,69 | 177,95 146,39 130,01 212,52 144,88 - - 204,36 145,35 - - - 102,73 179,79 174,97
359 | 237,48 | 197,54 146,41 129,94 213,46 171,86 | 135,57 | 136,92 | 220,20 147,42 199,06 208,13 | 169,89 - - -
365 194,69 | 214,99 146,34 129,91 212,37 167,76 | 135,33 | 161,01 | 218,26 147,41 200,86 208,12 | 129,78 - - -
374 198,51 | 197,35 146,54 130,15 213,47 169,68 | 135,32 | 168,21 | 216,29 147,36 - - - - - -
376 | 202,40 | 210,98 146,41 130,02 213,60 145,26 | 135,46 | 168,19 - - 201,06 208,15 | 127,81 - - -
380 | 243,37 | 211,09 146,38 129,96 213,43 169,83 | 135,37 - 182,47 147,38 200,91 208,16 | 127,96 - - 201,82
389 - 211,09 146,34 129,96 212,47 167,80 | 135,25 | 165,14 - 145,49 200,91 208,16 | 127,88 - - -

38 - 210,86 146,46 130,17 213,40 167,60 | 135,08 | 136,95 - - 201,20 208,25 | 127,85 | 104,87 189,55 175,00
391 239,20 | 210,89 147,00 130,24 213,52 169,68 | 135,06 - 216,51 147,58 201,07 208,31 | 127,75 | 104,77 189,58 174,96
393 | 241,13 | 211,03 146,35 130,00 213,38 167,79 | 135,30 - 206,43 147,46 200,81 208,24 | 127,75 - - 197,00
397 | 205,73 | 212,97 146,44 129,96 - 167,69 - - - - - - - 104,77 189,53 174,94

39 241,00 | 201,30 146,54 130,07 213,54 171,57 | 135,07 - 216,86 147,44 199,06 208,20 | 165,78 | 106,80 191,62 174,89
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Anexo 4B. Continuagio

Isolado | PG20 | PG 14 | ms41-42 | ms 115-116 | ms 61-62 | PG5 PG16 | PG6 | PG19 | ms 63-64 | ms67-68 | PG 26 PG 9 PG 12 PG 30 ms 77-78
3 194,63 | 210,96 146,43 130,10 213,58 169,68 - 153,87 | 216,52 147,63 - - - - - -
401 194,58 | 210,95 145,33 130,08 212,57 167,68 | 135,17 | 168,75 | 182,47 147,37 - - - - - 197,00
403 202,16 | 197,45 146,41 129,96 213,48 171,81 | 135,37 - 202,41 147,47 198,97 208,20 | 169,91 - - -
409 | 241,17 | 177,94 146,32 129,95 212,49 145,05 | 135,20 | 152,04 | 216,38 147,39 187,39 208,17 | 151,73 - - -
411 194,68 | 210,04 146,52 130,15 213,50 169,62 | 143,02 | 154,12 | 216,29 147,41 - - - - - -
412 | 241,22 | 210,04 146,45 130,02 213,37 167,58 | 135,12 | 164,98 | 202,29 147,37 - - - 104,79 189,53 174,91
413 202,16 | 196,56 146,32 129,97 211,53 171,72 - 168,20 | 216,54 147,38 198,98 208,21 | 171,87 - - -
416 199,36 | 210,96 146,42 129,99 212,57 167,58 | 135,10 | 149,08 | 218,26 147,46 201,07 208,16 | 127,94 - - -
417 235,48 | 177,93 146,39 129,97 212,54 145,16 | 135,30 | 168,10 | 202,38 147,39 - - - - - -
418 241,43 | 197,45 146,37 129,89 211,44 171,70 | 135,24 | 168,18 | 202,38 147,37 198,97 208,21 | 171,88 - - -
422 | 244,31 | 211,09 146,40 129,97 213,53 165,69 | 135,23 | 148,98 | 212,25 147,44 - - - - - -
430 | 247,38 | 207,10 146,35 129,91 213,51 167,79 | 135,32 | 163,11 | 218,20 147,35 200,82 208,24 | 127,79 - - -
431 243,30 | 210,96 146,36 129,90 212,54 167,78 | 135,22 | 172,15 | 216,44 147,27 200,82 207,05 | 127,88 - - -
434 188,83 | 210,97 146,32 129,93 - - - 164,09 | 216,29 147,41 - - - - - -
436 | 249,12 | 211,02 146,32 129,93 213,54 167,70 | 135,28 | 166,04 | 202,40 147,27 200,91 208,15 | 127,69 - - -
437 194,55 | 214,79 145,32 129,89 - - - 166,13 | 216,19 147,29 198,95 208,10 | 167,87 | 107,12 195,35 174,94
439 | 247,36 | 210,97 146,35 130,00 213,53 168,95 | 135,41 - 202,23 147,39 200,90 208,11 | 127,86 - - -
445 241,32 | 210,95 146,44 129,96 213,45 171,75 | 135,22 | 166,27 | 216,45 147,27 - - - - - -
446 196,31 | 211,05 146,37 129,90 213,48 167,77 | 135,28 | 155,10 | 216,35 147,41 200,91 208,16 | 127,88 - - -
453 249,32 | 211,15 145,30 129,92 213,34 167,58 | 134,14 | 166,10 | 216,16 147,44 - - - - - -
456 | 243,15 | 197,35 127,22 130,20 213,58 171,60 | 135,10 | 168,16 - - - - - - - -
458 233,53 | 211,02 146,35 129,85 213,54 167,68 | 135,28 - 216,25 147,35 200,91 208,14 | 127,79 - - -
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Anexo 4B. Continuagio

Isolado | PG20 | PG 14 | ms41-42 | ms 115-116 | ms 61-62 | PG5 PG16 | PG6 | PG19 | ms 63-64 | ms67-68 | PG 26 PG 9 PG 12 PG 30 ms 77-78
459 - 197,37 146,35 129,89 213,40 167,65 | 135,33 | 166,20 | 216,23 147,31 - - - - - -
462 | 247,43 | 210,91 146,34 129,85 213,55 167,62 | 135,11 | 168,21 - 147,46 200,91 208,16 | 127,81 - - -
466 | 200,54 | 197,54 146,39 129,97 213,42 165,74 | 135,36 | 164,26 | 216,20 159,56 - - - 111,14 238,07 202,40
467 - 210,11 146,32 129,90 212,52 136,99 | 143,06 | 150,18 | 204,27 147,41 200,86 207,94 | 127,60 - - -
468 246,10 | 197,54 146,38 129,87 212,49 167,74 | 135,28 | 166,23 | 214,47 147,30 - - - 107,00 193,58 175,13
46 251,24 | 209,05 146,45 130,08 213,48 169,69 | 135,30 | 161,19 | 216,22 147,49 200,90 208,22 | 127,83 | 104,79 189,62 174,99
477 200,54 | 211,01 146,39 130,08 213,62 167,62 | 135,12 | 165,98 | 204,09 - - - - - - -
480 188,87 - - - 213,39 169,66 | 135,25 | 166,17 | 216,24 147,26 199,04 208,10 | 165,77 | 107,11 193,46 175,08
485 245,39 | 210,97 145,29 129,87 213,48 167,73 | 135,25 | 161,11 | 202,11 147,27 - - - - - -
487 202,38 | 194,44 | 325,36 - 213,52 171,73 | 135,30 | 166,23 | 216,03 147,30 - - - 107,20 195,34 174,95
494 | 239,44 | 210,76 146,64 130,36 213,45 167,72 | 135,25 | 149,10 | 216,19 147,26 - - - - - -

4 245,28 - - - 213,63 169,73 | 135,15 | 166,22 | 215,99 147,30 - - - - - -
511 237,31 | 223,34 | 325,43 - 213,62 167,73 | 135,27 | 167,19 216,27 147,19 - - - 105,02 189,71 175,01
516 | 202,25 | 210,84 146,45 130,16 213,48 167,61 | 135,23 | 164,26 | 216,52 147,39 201,17 208,25 | 128,01 - - -
527 202,38 - - - 213,57 167,62 | 135,11 | 166,14 | 216,48 147,52 201,00 208,25 | 127,80 - - -
530 | 245,48 | 250,83 325,35 - 213,53 169,79 | 135,21 | 164,03 | 216,20 147,45 - - - 105,01 189,63 175,04
532 192,76 | 208,84 145,45 130,21 213,50 167,72 | 135,16 | 164,94 - - - - - - - -
536 | 247,34 - - - 213,45 167,77 | 135,29 - 202,02 147,21 - - - - - -
540 192,78 - - - 213,52 171,60 | 135,16 | 168,33 | 216,12 147,25 - - - 107,01 193,63 175,00
541 249,35 | 242,90 | 325,37 - 213,43 167,74 | 135,33 | 156,21 | 204,00 147,22 - - - 105,23 189,62 174,99
545 247,14 | 199,30 146,39 130,11 213,51 171,65 | 135,25 | 166,20 | 216,13 147,18 - - - 107,05 193,41 175,02
546 | 248,37 | 237,19 | 325,44 - 213,54 167,67 | 135,25 - 216,06 147,20 - - - 105,04 189,62 174,99
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Anexo 4B. Continuagio

Isolado | PG20 | PG 14 | ms41-42 | ms 115-116 | ms 61-62 | PG5 PG16 | PG6 | PG19 | ms 63-64 | ms67-68 | PG 26 PG 9 PG 12 PG 30 ms 77-78
547 245,29 | 211,04 146,44 130,08 213,46 167,53 | 135,00 | 167,22 - - - - - - - -
552 194,77 | 210,86 145,48 130,14 213,56 167,69 | 135,19 - - - - - - 105,02 189,58 174,98
553 243,43 | 206,05 325,39 - 213,49 167,68 | 135,24 - 202,14 147,22 - - - 105,12 189,65 175,02
560 192,72 | 194,48 325,39 - 213,61 173,73 | 135,15 | 166,27 | 216,08 147,29 - - - 107,00 193,44 175,09
564 190,88 | 210,97 145,44 130,18 - 167,61 - 153,07 | 201,52 147,18 - - - 104,95 189,62 174,99
566 | 245,19 | 211,06 146,34 129,91 213,48 165,58 | 135,11 | 168,31 | 202,40 147,40 - - - 104,75 191,49 176,92
575 202,36 | 197,45 146,30 129,92 213,47 171,62 | 135,14 - 216,36 147,41 - - - 106,75 195,28 175,04
57 - 210,96 146,51 130,07 213,51 167,55 | 135,11 | 149,02 - 147,36 - - - - - -
584 - 208,93 145,47 130,14 213,52 169,67 | 135,28 | 166,05 - - - - - - - -
586 | 23941 | 265,72 146,47 130,12 212,64 137,01 | 143,08 - - - - - - 111,03 188,92 202,36
587 205,95 - 146,48 130,13 212,63 137,02 | 143,14 - 216,04 159,63 - - - - - 197,00
588 - 210,86 145,55 130,20 213,49 167,68 | 135,24 | 150,35 - 147,20 - - - 105,03 191,56 175,05
5 241,41 | 210,96 146,51 130,00 213,39 167,61 | 135,11 | 164,17 | 216,68 147,36 200,95 208,19 | 127,92 | 104,87 191,52 174,97
60 - 210,94 146,53 130,11 213,52 169,63 | 135,05 - 216,24 147,59 201,08 208,25 | 127,82 | 104,88 189,62 174,96
611 - 215,69 146,91 115,84 213,49 167,64 - 164,81 | 216,07 147,32 - - - - - -
616 - 210,84 146,39 130,11 213,52 167,68 | 135,28 | 166,09 | 202,77 147,43 - - - 105,18 191,64 175,05
617 194,73 | 196,38 127,19 129,96 213,51 173,66 | 135,09 | 166,20 | 216,16 147,53 199,06 208,20 | 167,80 - - -
618 194,74 | 210,91 146,49 130,12 213,52 167,74 | 135,19 | 150,85 - 147,21 - - - 105,02 191,59 174,99
628 - 208,71 146,31 130,01 212,54 137,00 | 142,98 | 166,23 | 204,09 159,82 200,99 208,19 | 143,62 | 111,05 238,22 202,34
629 197,53 | 199,21 146,40 130,12 - - - 150,26 | 202,11 147,21 - - - - - -
630 179,08 | 197,36 146,37 130,04 213,53 171,59 | 135,14 | 154,12 | 204,63 147,19 199,06 208,11 | 169,76 | 106,98 193,51 175,01
631 198,62 | 267,86 146,48 130,07 212,46 136,93 | 143,00 | 151,07 - - - - - 110,81 189,66 202,18
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Anexo 4B. Continuagio

Isolado | PG20 | PG 14 | ms41-42 | ms 115-116 | ms 61-62 | PG5 PG16 | PG6 | PG19 | ms 63-64 | ms67-68 | PG 26 PG 9 PG 12 PG 30 ms 77-78
632 | 243,38 | 199,39 146,43 130,03 213,57 171,56 | 135,02 - 218,59 147,38 202,91 208,23 | 169,86 - - -
633 | 205,08 | 201,30 146,39 130,00 213,46 159,26 | 135,11 | 164,02 - - - - - - - -
635 | 200,37 | 198,51 146,45 130,04 213,43 171,57 | 135,13 - 202,23 147,64 - - - - - -
636 | 248,73 | 196,91 - 130,16 213,54 171,70 | 135,20 - 216,21 147,21 - - - - - -
642 | 244,33 - - - 213,48 167,68 | 135,29 | 157,15 | 216,22 147,24 201,08 208,24 | 127,82 | 105,05 191,55 175,03

6 194,61 | 210,88 146,47 130,08 213,46 167,64 - 164,06 | 216,55 147,22 - - - - - -
72 191,58 | 210,94 146,39 130,07 213,48 169,62 | 135,04 | 166,16 | 218,59 147,40 - - - - - -

73 - 177,96 146,47 130,03 212,57 145,01 | 135,17 | 164,93 - - 187,46 208,22 | 151,74 | 104,75 179,70 174,89

7 248,86 | 212,91 146,40 130,05 213,48 167,66 | 135,34 - 216,22 147,40 - - - - - -

8 175,10 | 211,02 146,49 130,11 213,59 167,70 | 135,18 | 164,02 | 204,53 147,24 - - - - - -
92 202,18 | 199,42 - 130,03 212,52 171,51 | 135,04 | 162,12 | 218,37 147,50 199,15 208,29 | 167,79 | 106,75 193,50 174,97
93 237,40 | 212,99 146,41 129,98 213,49 167,58 | 135,01 | 150,88 - 147,46 - - - 102,87 189,58 174,96
99 - 208,61 146,47 130,02 212,56 136,83 | 142,95 | 168,07 | 216,52 159,91 201,07 208,30 | 143,64 | 110,77 193,38 202,25
9 - 211,03 145,29 130,02 213,49 167,66 - 149,14 | 202,47 147,44 201,04 208,26 | 127,85 | 105,15 189,59 175,11
800 - 197,45 146,39 130,04 213,52 169,72 - 165,98 | 182,54 147,41 - - - 106,81 187,60 174,98
805 - 201,34 146,41 129,97 213,51 171,56 | 135,15 | 144,92 | 202,23 145,50 - - - 106,81 189,60 175,00
700 - - 152,81 129,81 - - - - - 159,38 202,76 - - 111,63 191,35 202,07
705 - - 146,58 130,12 212,28 - 134,59 | 153,11 - 159,13 200,85 - - 111,90 191,48 202,19
710 - - 152,83 129,86 211,78 - 134,63 | 153,00 - 159,04 202,74 - - 111,59 238,16 201,99
715 - - 152,77 130,09 - - - 152,99 - 159,11 202,88 208,93 - 111,70 - 202,14
720 - - 152,79 - - - - 153,05 - 159,12 202,85 209,03 - 111,53 - 202,08
725 - - 158,77 130,06 - - - 148,97 - 158,94 200,80 208,99 - 111,66 238,29 202,16
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Anexo 4B. Continuagio

Isolado | PG20 | PG 14 | ms41-42 | ms 115-116 | ms 61-62 | PG5 PG16 | PG6 | PG19 | ms 63-64 | ms67-68 | PG 26 PG 9 PG 12 PG 30 ms 77-78

730 - - 146,79 129,93 - - - 153,33 - 159,38 202,77 208,90 - 111,53 - -

735 - - - - - - - - - - - - - - - -

740 - - 146,72 129,86 - - - 152,75 - 159,21 200,72 208,95 - 111,49 189,51 201,92
745 - - 146,46 130,15 212,24 - 136,17 | 152,95 - 159,47 202,78 208,97 - 111,86 189,52 202,10
750 - - 158,77 129,89 211,93 - 136,11 | 148,95 - 159,13 200,76 208,81 - 111,58 238,22 202,07
760 - - 152,78 130,09 211,77 - 134,62 | 152,94 - 159,13 202,60 208,86 - 111,75 - 202,16
770 - - 146,82 129,92 212,25 - 134,34 | 153,10 - 159,39 200,58 208,95 - 111,53 - 201,87
775 - - 152,59 130,22 211,72 - 136,20 | 153,16 - 159,56 202,86 209,03 - 111,83 - 202,12
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