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Resumo - A principal doenga da cultura do arroz é a brusone, causada pelo fungo Pyricularia grisea (Cooke)
Sacc., que pode apresentar variabilidade genética tanto entre cepas isoladas de diferentes locais ou lesées quanto
entre cepas oriundas de uma mesma lesdo, indicando o potencial mutativo desse fungo. Por meio de Rep-PCR,
baseada no elemento repetitivo Pot-2, foi levantada a variabilidade genética de 64 isolados de P. grisea originados
de lesoes de seis paniculas de arroz ‘Epagri 108’. Nado houve diferencas genéticas intralesio, porém houve varia-
bilidade genética interlesdo para isolados de uma das paniculas, que apresentaram trés padrdes moleculares
distintos, indicando a coexisténcia, em um mesmo genétipo de arroz, de varias cepas do fungo. Isto pode ter
implica¢des em levantamentos de ocorréncia de racas, bem como em trabalhos de melhoramento genético da
cultura do arroz para resisténcia a brusone.

Termos para indexacao: Magnaporthe grisea, brusone, Rep-PCR, Pot-2.

Ocorrence of interlesion genetic variability in Pyricularia grisea

Abstract - Rice blast, caused by Pyricularia grisea (Cooke) Sacc., is the most severe disease of rice. This fungus
may present high genetic variability among strains from different locations or lesions, as well as, within lesions,
indicating its mutational potential. The variability of 64 isolates of P. grisea from ‘Epagri 108’ rice panicles was
surveyed using Rep-PCR, based on the repetitive element Pot-2. No intralesion genetic differences were found.
However, interlesion genetic differences were found for strains from one of the panicles, which presented three
different molecular patterns, indicating the coexistence of more than one strain of the fungus in the same rice
genotype. This may have implications in surveys as well as in genetic improvement of rice for blast resistance.
Index terms: Magnaporthe grisea, blast disease, Rep-PCR, Pot-2.

Dentre as doencas que ocorrem
no arroz cultivado, a brusone, cau-
sada pelo fungo Pyricularia grisea
(Cooke) Sacc. [telomorfo:
Magnaporthe grisea (Hebert) Barr.],
é a mais severa. P. grisea apresen-
ta alta variabilidade genética, e os
mecanismos da formacdo de novas
racas sdo alvo de intensos estudos,
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envolvendo trocas genéticas entre
cepas, inser¢des de elementos de
transposicdo, mutacdes e delecdes
(Kistler & Miao, 1992). A alta varia-
bilidade genética do fungo é a prin-
cipal causa da perda de resisténcia
genética das cultivares de arroz a
brusone. O estudo da variabilidade
de P. grisea pode ser realizado pela

inoculacdo de isolados em um con-
junto de cultivares diferenciadoras
que apresentam diferentes genes de
resisténcia. Complementando e as
vezes substituindo essa estratégia,
muitos trabalhos vém sendo reali-
zados com o DNA do fungo, sendo
que o0 sequenciamento de seu
genoma identificou transposons,
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denominados Pot-2, que se repetem
em torno de cem vezes (Kachroo et
al., 1994). A técnica de Rep-PCR
(George et al., 1998) consiste na
amplificacdo das seqiiéncias que
flanqueiam ambos os lados do Pot-2,
gerando fragmentos de tamanhos
variados, o que o torna um promis-
sor marcador molecular no estudo de
variabilidade genética de P. grisea.

Uma série de trabalhos tem de-
monstrado a ocorréncia de variabi-
lidade em isolados monospoéricos in
vitro (Bedendo & Prabhu, 2005). No
campo, isolados obtidos de uma uni-
ca lesdo tém o potencial para origi-
nar varias racas fisiolégicas diferen-
tes (Bedendo et al., 1979), o que pode
comprometer os estudos popu-
lacionais e a durabilidade da resis-
téncia genética das cultivares a
brusone.

Objetivou-se, neste trabalho, le-
vantar diferencas genéticas entre
isolados de P. grisea de diferentes
lesdes ocorrendo em uma mesma
panicula. O trabalho foi realizado
nos Laboratérios de Fitopatologia e
de Biotecnologia Vegetal da Epagri/
Estacdo Experimental de Itajai —
EEI Foram coletadas seis paniculas
de plantas diferentes de arroz da
cultivar Epagri 108 com sintomas
de brusone, provenientes de um
campo artificial de infeccdo da EEI
(‘boi-de-mamaéao’) onde existiam
genétipos diferentes de arroz e va-
rias cepas do fungo. De cada
panicula, foram selecionadas trés
lestes, das quais foram realizados
isolamentos monospéricos, obtendo-
se 64 isolados de P. grisea. O culti-
vo foi efetuado em placas de Petri
com 20ml de meio BDA contendo
quatro segmentos de papel filtro
com lcm?, segundo Scoz et al.
(2006), metodologia esta doravante
denominada Método da Sobrepo-
sicdo do Papel (MSP). Apés incuba-
¢do por 10 dias, os segmentos de
papel-filtro com sobreposicédo de
micélio foram retirados e submeti-
dos a extracdo do DNA segundo pro-
tocolo descrito por Scott et al.
(1993), baseado em SDS, acetato de
potassio e isopropanol, com poste-
rior tratamento com RNase A. A
quantificacdo e a qualificacdo de
DNA foi feita através de fluorémetro
(Bio-Rad VersaFluor™ corante
Hoescht 33258) e corrida
eletroforética em gel de agarose.

Com o DNA extraido aplicou-se
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a técnica de Rep-PCR, baseada no
elemento repetitivo Pot-2. A ampli-
ficacdo enzimatica foi realizada em
duplicata e em momentos distintos,
nas condi¢des descritas por George
et al. (1998), em reacodes de 25ul com
aproximadamente 50ng de DNA
gendémico, 3mM de MgCL, 600uM de
dNTPs, 2U de enzima Taq
polimerase Platinum, 0,5uM de cada
iniciador (Pot2-1 5°CGGAAGCC-
CTAAAGCTGTTT3” e Pot2-2
5 CCCTCATTCGTCACACGTTC3"),
sendo o restante do volume comple-
tado com tampédo de PCR (20mM
Tris-HCI, pH 8,4, 50mM KCl). A
ciclagem se deu em um
termociclador PTC-100 (M.d.
Research, Inc.), nas seguintes con-
dicdes: desnaturacédo inicial de
2min30seg a 95°C; 4 ciclos de 1min
a 94°C (desnaturacio), Imin a 62°C
(anelamento) e 10min a 65°C (ex-
tensdo); 26 ciclos de 30seg a 94°C,
1min a 62°C e 10min a 65°C; e ex-
tensdo final de 15min a 65°C.

Os fragmentos foram submeti-
dos a corrida eletroforética por 150
minutos em géis de agarose 0,9%
e, posteriormente, corados com
brometo de etidio. Para estimativa
do tamanho dos fragmentos, foi uti-
lizado o marcador de peso molecular
de 1Kb Plus (Invitrogen®). Os dados
foram convertidos em presenca/au-
séncia de bandas em uma matriz de
similaridade submetida a andlise de
conglomerados, gerando um
cladograma baseado no coeficiente
de Jaccard através do sistema
UPGMA-NTSYS (Rohlf, 2000).

Foram amplificadas 11 bandas,
variando de aproximadamente 1.200
pares de bases (pb) a 18.000pb (Fi-
gura 1), porém apenas as bandas de
1.300pb e 1.350pb foram
polimoérficas, sendo estas utilizadas
na andlise. Foram encontrados trés
padrées: (i) auséncia das bandas
polimérficas, (ii) presenca da banda
de 1.350pb e (iii) presenca das ban-
das de 1.300pb e 1.350pb. A analise
de conglomerados resultou na for-
macéo de trés grupos (Figura 2),
representando os trés padroes ge-
néticos distintos.

Das seis paniculas analisadas,
cinco ndo apresentaram diferencas
genéticas entre os isolados de dife-
rentes lesdes. No entanto, os dife-
rentes isolados de uma das
paniculas apresentaram padroes
distintos entre si. A baixa variabili-

dade genética dos isolados é condi-
zente com a procedéncia destes,
sendo da mesma cultivar e drea,
embora as coletas tenham sido fei-
tas em um infectario artificial onde
existiam varios genétipos diferen-
tes de arroz, e varias cepas do fun-
go. Essa baixa variabilidade pode ser
explicada pelo sistema gene-a-gene
(Flor, 1971), em que os genes de
aviruléncia (Avr) do patégeno apre-
sentam uma correspondéncia com
genes de resisténcia (R) do hospe-
deiro (Silué et al., 1992). Portanto,
a cultivar torna-se seletiva a raca
do patégeno que possui o gene Avr,
e assim o numero de racas do fun-
go que possam vir a infectar o hos-
pedeiro torna-se limitada.

Por outro lado, a existéncia de
diferentes padrdes genéticos nos
nove isolados de uma das paniculas
analisadas (Figura 2) corrobora a
premissa inicial deste trabalho, que
postulava a coexisténcia de diferen-
tes cepas genéticas do fungo em
uma mesma panicula ou lesdo. Essa
premissa foi baseada em resultados
anteriores, que demonstraram ha-
ver varias racas fisioldgicas diferen-
tes em uma unica lesdo a campo
(Bedendo et al., 1979).

Futuros trabalhos deverdo veri-
ficar a correspondéncia entre a
constituicdo genética dessas cepas
e sua viruléncia em cultivares
diferenciadoras. Na eventualidade
de haver diferencas na viruléncia
entre essas cepas, ficard patente a
necessidade de se incorporarem
multiplos genes de resisténcia em
uma mesma cultivar, conferindo
assim resisténcia horizontal a
brusone.

Com base nos resultados obtidos
pode-se concluir que:

¢ A existéncia de apenas trés pa-
droes de bandas indica a baixa varia-
bilidade genética dos isolados anali-
sados.

eHa diferencas genéticas
interlesdo, porém nio ha diferencas
genéticas intralesdo para os isolados
da cultivar Epagri 108 analisados.

* Lesoes de diferentes paniculas
podem apresentar o mesmo padréo
genético.
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