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IDENTIFICAGAO DE GENES DE RESISTENCIA A BRUSONE (Magnaporthe
grisea) EM CULTIVARES DE ARROZ (Oryza sativa) UTILIZANDO
MARCADORES MOLECULARES "

Autora: Mariluci Souza Disconzi
Orientador: Marcelo Gravina de Moraes

RESUMO

A brusone, causada por Magnaporthe grisea, € a doenga mais importante
do arroz. Uma vez que, o uso de cultivares resistentes € o método mais efetivo
para o controle da doenga, a pesquisa visa a identificagcdo de novos genes que
confiram resisténcia mais duravel. O objetivo deste trabalho foi a identificacdo de
cultivares que contenham os genes de resisténcia Pi-1, Pi-2 e Pi-11 utilizando
marcadores moleculares. RG64, um marcador RFLP baseado em PCR, foi
utilizado para verificar a presenga do gene Pi-2 em 250 cultivares de arroz. Trinta
e trés cultivares apresentaram o mesmo perfil eletroforético da linha-quase-
isogénica (NIL) C101A51, que contém o gene Pi-2. Verificou-se que 28 cultivares
foram resistentes aos isolados inoculados, indicando que RG64 possui alta
eficiéncia para a selegéo de cultivares que contém o gene Pi-2. Trés marcadores
microssatélites (RM) foram utilizados para verificar a presenca do gene Pi-1 em
104 cultivares de arroz. Trinta cultivares, analisadas com RM254, apresentaram o
mesmo perfil da NIL C104LAC, que contém o gene Pi-1. Verificou-se que 19
cultivares foram resistentes aos isolados inoculados. Trés marcadores
microssatélites foram utilizados para verificar a presenca do gene Pi-11 em 104
cultivares de arroz. Oito cultivares, analisadas com RM210, apresentaram o
mesmo perfil da NIL IR1529, que contém o gene Pi-11, mas somente uma foi
resistente. Com excecdo do RM254, os demais marcadores microssatélites
tiveram baixa eficiéncia de selecdo de cultivares com o mesmo perfil das NILs.
Estes resultados indicam que o uso de marcadores moleculares pode ser util para
acelerar o processo de langamento de cultivares com resisténcia a brusone. No
entanto, ainda é preciso aumentar a eficiéncia de sele¢do, através de marcadores
microssatélites com localizagao cromossomal mais proxima dos genes Pi-1 e Pi-
11. Em um futuro préximo, isto podera ser possivel com a disponibilizagcdo de
mapas moleculares de maior resolucao.

1/ Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS. (75p.) Fevereiro,
2002.
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IDENTIFICATION OF BLAST (Magnaporthe grisea) RESISTANCE GENES IN
RICE (Oryza sativa) CULTIVARS USING MOLECULAR MARKERS "

Author: Mariluci Souza Disconzi
Adviser: Marcelo Gravina de Moraes

ABSTRACT

Rice blast, caused by Magnaporthe grisea, is the most important disease of
the rice crop. The use of resistant cultivars is the most effective method to control
the disease, therefore the research aims the identification of new genes that
confer a more durable resistance. The purpose of this work was to identify
cultivars that contain the Pi-1, Pi-2 and Pi-11 resistance genes using molecular
markers. RG64, a PCR-based RFLP marker, was used to verify the presence of
Pi-2 gene in 250 rice cultivars. Thirty three cultivars have shown the same
electrophoretic pattern of the near-isogenic-line (NIL) C101A51, that carries Pi-2
gene. Twenty eight cultivars were resistant to the blast isolates inoculated,
indicating that RG64 has high efficiency to select cultivars carrying the Pi-2 gene.
Three microsatellite markers (RM) were used to verify the presence of Pi-7 in 104
rice cultivars. Thirty cultivars, analyzed by RM254, showed the same pattern of
NIL C104LAC, which carries the Pi-1 gene. Nineteen cultivars were resistant to the
blast isolates inoculated. Three microsatellite markers were used to verify the
presence of Pi-11 in 104 rice cultivars. Eight cultivars, analyzed by RM210,
showed the same pattern of NIL IR1529, that carries the Pi-11 gene, but only one
was resistant. With exception of RM254, the use of microsatellite markers has
shown low efficiency in the selection of cultivars with the same pattern of the NILs.
These results point out that the use of molecular markers may be useful to
increase the process of releasing new cultivars that are resistant to rice blast.
However, it is necessary to increase the selection efficiency, by using
microsatellite markers closely linked to Pi-1 and Pi-11 genes. In the near future, it
will be possible to increase efficiency with the use of molecular maps with higher
resolution.

1/ Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (76p.)
February, 2002.
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1. CAPITULO |

INTRODUGAO

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos cereais mais cultivados no mundo e
constitui-se em uma das principais fontes de alimento da populagdo. No Brasil,
cerca de 1,3 milhdes de hectares séo cultivados anualmente, dos quais 800 mil
hectares estdo no Estado do Rio Grande do Sul, com uma produtividade média de
5 ton/ha.

Um dos graves obstaculos para a manutencdo da produtividade do arroz
reside na suscetibilidade a brusone das cultivares atualmente em uso,
considerada a doenca mais importante da cultura. A brusone é causada pelo
fungo Pyricularia grisea Sacc., estado anamorfo de Magnaporthe grisea (Herbert)
Barr. Este fungo ataca as folhas, os nés dos colmos e as diferentes partes da
panicula, podendo ocasionar perdas completas na colheita.

O uso de cultivares resistentes € o método mais econémico e efetivo para o
controle da doenca. A pesquisa visando resisténcia a brusone busca a
identificacdo de genes de resisténcia que confiram resisténcia mais duravel.
Entretanto, a resisténcia das cultivares tem sido perdida devido a diversidade e a
instabilidade da viruléncia do fungo causador da brusone e ao uso extensivo de

determinadas cultivares com alta similaridade genética. Por sua vez, os



programas de melhoramento genético do arroz ndo sao bem sucedidos no
acompanhamento das frequéncias génicas na populagdao do patdégeno, pois os
métodos de selegdo baseiam-se principalmente em caracteristicas fenotipicas da
planta.

Técnicas modernas de Dbiologia molecular poderiam contribuir
decisivamente para acelerar o processo de melhoramento de cultivares
resistentes a brusone através do uso de marcadores moleculares. A
disponibilidade de mapas moleculares de alta resolugdo no arroz, com
marcadores moleculares proximos a genes alvo, e o rapido desenvolvimento de
marcadores baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tém facilitado o
emprego da selecdo assistida em programas de melhoramento genético.
Considerando a importancia da cultura do arroz para o Rio Grande do Sul e a
dificuldade dos programas de melhoramento genético em selecionar cultivares
com resisténcia mais duravel, o presente trabalho teve como objetivo a
identificacdo de genes de resisténcia a brusone em cultivares de arroz utilizando

marcadores moleculares.

1.1. Aspectos gerais da cultura do arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais cultivados no mundo,
especialmente na Asia, onde se constitui a base alimentar da populacéo.
Aproximadamente 150 milhdes de hectares sao plantados anualmente e a
producao atinge aproximadamente 500 milhées de toneladas (Nedel et al., 1998).

No Brasil, a cultura do arroz ocupa um papel destacado, tanto do ponto de vista



econbmico como social. O arroz é responsavel por 18% das calorias e 11% das
proteinas da cesta basica do brasileiro que consome, em média, 70 kg/
habitante/ano, o que corresponde a 12 milhdes de toneladas por ano. Atualmente,
os estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina sao responsaveis por 55%
da produgdo nacional, contribuindo o Rio Grande do Sul com cerca de 46% da
producgdo, apesar de possuir apenas 25% da area cultivada (referéncia).

Além de constituir-se em uma cultura de grande importancia econdmica
recentes avangos no conhecimento da genética do arroz vém ocorrendo, em
funcdo do aprimoramento de técnicas de cultura de tecidos, da disponibilidade de
mapas moleculares de alta resolugao e, principalmente devido ao projeto de
sequenciamento do genoma do arroz. Estes avancgos fazem da cultura o modelo
mais importante para o estudo de monocotiledéneas e proporcionam informagdes

importantes que podem ser utilizadas por diversos sistemas bioldgicos.

1.2. A brusone do arroz

Os primeiros registros sobre a ocorréncia de brusone datam de 1637 e
foram feitos na China (Ou, 1972). Desde entdo, a brusone tem sido relatada em
quase todas as regides do mundo que cultivam arroz, sendo considerada a
doenga mais importante da cultura (Ribeiro & Terres, 1987). A brusone afeta
diretamente a formagdo dos graos diminuindo a produtividade e o rendimento
durante o beneficiamento. A intensidade de seus prejuizos é proporcional ao
ataque nas folhas e nas paniculas, sendo que, quando o ataque nas folhas for

muito intenso, ou se as paniculas forem atacadas no momento da emissao, pode



ocorrer perdas completas na colheita. Em regides de clima temperado ou
subtropical como no RS, a ocorréncia de brusone é tipicamente epidémica,
ocorrendo apenas em alguns anos. Porém, pode causar uma redugao de 70 a
80% da produgao de algumas lavouras localizadas em areas mais criticas como
no Litoral Norte (responsavel por 10% da area cultivada no Estado). No restante

da area, os prejuizos sdo menores (10 a 15%) (Irga, 1997).

1.2.1. Agente causal

O agente causal da brusone é conhecido na fase anamoérfica como
Pyricularia grisea (Cooke) Sacc e na fase teleomorfica como Magnaporthe grisea
(Herb.) Barr. M. grisea € um ascomiceto que produz ascosporos hialinos,
fusiformes e septados (trés septos) em uma asca unitunicada (Herbert, 1971). O
fungo é heterotalico com controle bipolar para compatibilidade de cruzamento,
possuindo genes adicionais que controlam o ciclo sexual (Webster & Gunnel,
1994). A existéncia de somente isolados macho-férteis na maioria das regides
orizicolas distantes dos centros de origem do arroz, impede a ocorréncia de
reproducdo sexuada, resultando no predominio de populagbes clonais do
patogeno (Mekwatanakarn et al., 1999). O conidio geralmente germina a partir da
célula apical ou basal, sendo a germinagao da célula central pouco frequente (Ou,
1972). A germinagao dos conidios e a formagao do apressorio sdo controlados
por estimulos ambientais ndo havendo, por exemplo, emissao do tubo germinativo
enquanto os conidios sdo mantidos em suspensdo aquosa, pois provavelmente
isto evita a germinagao antecipada (Lee & Dean, 1993). O principal estimulo

ambiental esta ligado a hidrofobicidade da superficie da planta. Segundo Hamer



et al. (1988), a medida que aumenta a cerosidade na superficie sobre as quais os
conidios sdo depositados, mais efetiva € a formacgao do apressorio.

O patdogeno atravessa as estagdes de cultivo como micélio e conidios
sobre a palha, sementes e, possivelmente, sobre invasoras hospedeiras. O fungo
produz e libera conidios durante periodos de alta umidade relativa. Sob o tecido
hospedeiro, o conidio germina e produz um apressério através do qual o fungo
penetra através da superficie da planta ou dos estdmatos. Apds a penetragao,
sob condi¢bes favoraveis, as primeiras lesbes sdo observadas dentro de 4 - 5
dias. Na presenga de alta umidade relativa, os conidios sdo produzidos e
liberados poucas horas (em menos de 24h) depois do aparecimento das lesoes,
sendo a maior produgao de conidios entre 3 - 8 dias apos o inicio da esporulagéo.
Plantulas de arroz, hastes e folhas jovens sao mais predispostas do que tecidos

de plantas mais velhas (Agrios, 1998).

1.2.2. Sintomatologia

A brusone causa manchas nas folhas, colmos, paniculas e graos. Nas
folhas os sintomas iniciam por pequenas manchas azul-esverdeadas ou
castanho-esverdeadas, circundados por um halo amarelo. Apds, evoluem para
manchas alongadas, com bordos irregulares e de coloragdo marrom, com centro
acinzentado (Bedendo, 1997). Contudo, o tamanho, a forma e a coloragdo das
lesdes dependem muito das condigdes climaticas, da idade da lesdo e do grau de
suscetibilidade da cultivar (Webster & Gunnel, 1994). Nas bainhas das folhas,
principalmente na regido da ligula da folha bandeira, € comum o surgimento de

lesdes circundantes, que pode levar até a queda da folha. Este tipo de sintoma



serve de fonte de indculo para o ataque na regiao do “pescocgo” e das paniculas
(Agrios, 1998). Nos colmos, mais precisamente na regidao dos entre-nds, os
sintomas evidenciam-se na forma de manchas elipticas escuras, com centro cinza
e bordos avermelhados. As manchas crescem no sentido do comprimento do
colmo, podendo atingir grandes proporgdes (Ribeiro, 1988). Nas paniculas, o
fungo pode atacar o n6 basal, o raque e as ramificagdes. Caso a infecgao ocorrer
logo apdés a emissdo da panicula, os grdaos nado sao formados e a panicula
permanecera ereta. Quando a panicula é infectada tardiamente, ha um
enchimento parcial dos graos e por causa de seu peso, em alguns casos ocorre a

quebra da base da panicula (Agrios, 1998).

1.2.3. Efeitos do ambiente na interagao patégeno-hospedeiro

A ocorréncia da brusone depende de uma série de fatores que atuam
conjuntamente independente da fase de desenvolvimento das plantas e da
suscetibilidade das cultivares. O surgimento da doenga é favorecido pelo clima e
solo, e pela interacdo de ambos. A temperatura favoravel a doencga situa-se na
faixa compreendida entre 20 a 30°C, sendo a temperatura 6tima entre 26 e 28°C.
Acima de 32°C, as plantas de arroz sdo menos predispostas a brusone, enquanto
que abaixo de 17°C sado mais predispostas, mas o fungo possui menor
agressividade. No entanto, quando as plantas sdo mantidas sob temperaturas
amenas e posteriormente inoculadas e mantidas sob temperatura acima de 20°C,
a doenga torna-se mais severa (Ribeiro & Sperandio, 1998). O patdégeno é
favorecido pelas condigdes de umidade relativa do ar acima de 90% durante a

noite e periodo da manha. Esta condicdo representa um aumento do periodo de



molhamento da folha, podendo ser avaliada pela presencga de orvalho, neblina ou
precipitacdes frequentes. (Ou, 1972).

A luz desempenha um papel fundamental na produgcdo e acumulo de
melanina na parede celular do apressério. Isolados mutantes incapazes de
produzir melanina ndo conseguem penetrar a superficie do hospedeiro ao menos
que a mesma ja apresente ferimentos. De acordo com Howard (1994), a camada
de melanina da parede celular do apressorio € necessaria para sua fungao
normal, isto €, a penetragéo no hospedeiro.

A severidade de brusone é favorecida pela ocorréncia de niveis elevados
de matéria organica no solo ou pela aplicagdo excessiva de adubos nitrogenados
(50-120 kg de N/ha). Os niveis elevados de fésforo e calcario também favorecem
a doencga, enquanto que o aumento de potassio tende a diminuir a sua

intensidade (Webster & Gunnel, 1994).

1.2.4. Gama de hospedeiros

Além do arroz, M. grisea também ¢é encontrado em outras espécies de
interesse econdmico, entre os quais, Avena sativa (aveia), A. bysantina, A. sterilis,
Hordeum vulgare L. (cevada), Lolium multiflorum (azevém), L. italicum, L. perene,
Saccharum officinarum (cana-de-agucar), Secale cereale (centeio), Sorghum
vulgare (sorgo), Triticum aestivum (trigo) e Zea mays (milho) (Metha & Baier,
1998). O fungo também infecta espécies ndo cultivadas, muitas das quais séo
invasoras de lavouras de arroz como, Cynodon dactylon (L.) Pers. Cyperus
rotundus L., C. brevifolius (Rottb.) Hassk., Panicum repens L., Digitaria

horizontalis Wild., D. ciliares (Retz.) Koel., Eleusine indica (L.) Gaertn., E.



corocana L., Brachiaria plantaginea (Link) Hitchc., B. mutica (Forsk.) Stapf, B.
distachya (L.) Staf., Cenchrus echinatus L., Setaria geniculata (Lam.) Beauv.,
Echinocloa colona (L.) Link, Dactyloctenium aegyptium (L.) Willd., Leersia
hexandra Sw. e Rofttboellia exaltata L. (Mackill & Bonman, 1986; Urashima &
Kato, 1998). Embora existam muitas espécies hospedeiras de P. grisea, sao
raros os casos de infecgcdo cruzada (Borromeo et al., 1993). Entre as espécies
cultivadas, Kang et al. (2001) observaram que isolados obtidos de cevada foram
virulentos ao arroz, sendo o mesmo observado quando isolados de arroz foram
inoculados no trigo. No entanto, isolados provenientes de trigo ndo sao virulentos
ao arroz (Metha & Baier, 1998). Com relacao as espécies invasoras, nas Filipinas,
ocorre infecgdo cruzada entre isolados de R. exaltata, B. distachya e arroz,
induzindo a especulagdo que populagcbes do patégeno que infectam estas
espécies poderiam ser uma fonte de inéculo para o arroz (Mackill & Bonman,

1986).

1.2.5. Controle

O uso de cultivares resistentes € o método mais efetivo para o controle da
doencga (Prabhu & Bedendo, 1991). Entretanto, mudangas na composicdo das
racas de M. grisea tém resultado em uma rapida “quebra” da resisténcia. Por esta
razao os programas de melhoramento genético buscam aumentar a durabilidade
da resisténcia diversificando a base genética das novas cultivares (Ahn, 1994).

A adogao de um manejo adequado das praticas culturais contribui para o
controle da doenca. Entre essas medidas destaca-se a semeadura em épocas

recomendadas, evitando-se a semeadura tardia que provoca modificacbes no



ciclo das cultivares, tornando-as mais predispostas a doencga, além de coincidir os
periodos de emborrachamento e floragdo com a ocorréncia de temperatura e
umidade favoraveis a doenga. Outras medidas importantes incluem: o controle de
ervas daninhas, impedindo que estas atuem como hospedeiros intermediarios do
fungo ou mesmo tornem o microclima da cultura favoravel ao patdégeno; e a
adubacado equilibrada, para evitar o crescimento vegetativo exagerado que
favorece a doenga (Fomba & Taylor, 1994; Embrapa, 1999).

O controle quimico da brusone pode ser realizado através do tratamento
das sementes e da pulverizacdo da parte aérea. A aplicagdo de fungicidas
durante os estadios de emborrachamento e floragcdo € um método complementar
eficiente no controle da doencga, principalmente em areas com histérico de danos
freqlentes e nos anos em que ocorrem condi¢gdes climaticas favoraveis ao
aparecimento da doenca (Embrapa, 1999). Entretanto, esse controle é mais
eficiente e econdmico sempre que for precedido pela melhoria no manejo das
praticas culturais e no uso de cultivares mais resistentes a brusone (Epagri,

1998).

1.3. Interacao patégeno-hospedeiro

O primeiro modelo de interagado patdégeno-hospedeiro foi proposto por Flor
(1947), como resultado de seus estudos com o patossistema linho x Melampsora
lini, agente causal da ferrugem do linho. A partir desses resultados, o autor
formulou a teoria gene-a-gene, na qual a resisténcia de determinada cultivar de

linho a uma raga do fungo é o resultado da interacdo dos produtos de um gene de
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aviruléncia dominante (Avr) no patégeno e de um gene de resisténcia
correspondente (R), também dominante, na planta hospedeira (Agrios, 1998).

O modelo da interagao gene-a-gene assume a existéncia de uma interagao
do tipo receptor-elicitor, no qual o gene de resisténcia do hospedeiro codifica uma
proteina receptora que reconhece especificamente uma molécula elicitora
produzida pelo patégeno (Camargo, 1995). Os genes Avr podem codificar
proteinas que sao reconhecidas diretamente pelo produto do gene R
correspondente, ou ainda, podem codificar enzimas envolvidas na producéao de
pequenas moléculas ligantes que servem como fatores de reconhecimento
(Orbach et al., 2000), ambas levando a incompatibilidade (auséncia de doenca).
Geralmente essa resposta de defesa ocorre pela ativagcdo da reacdo de
hipersensibilidade (HR), que consiste na morte rapida de um numero limitado de
células em torno do sitio inicial de infecgao. Por outro lado, caso o patégeno nao
possua um gene de aviruléncia, este ndo sera reconhecido pela planta
hospedeira, resultando em uma interagao compativel (presenca de doenca) (Johal
et al., 1995). A eficiéncia dos genes R, consequentemente, depende da fungao
que os genes Avr exercem em cada caso, sendo influenciada pelo efeito que
mutacdes nos genes Avr podem provocar na habilidade do patégeno em
sobreviver e competir sob condigdes de campo (Orbach et al., 2000).

A hipétese de que o patossistema M. grisea—arroz representa um sistema
gene-a-gene, conforme definido por Flor (1971), foi demonstrada por diversos
grupos de pesquisa (Valent & Chumley, 1994; Leung et al., 1988 ).

M. grisea € um patdégeno hemibiotréfico que cresce intracelularmente,

ocupando as células da planta individualmente, antes de mover-se para a célula
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subsequente. Nao é conhecido se a hifa intracelular é envolvida pela membrana
plasmatica, como no caso de haustérios produzidos por fungos biotréficos, ou se
ocorre um rompimento da membrana. E também desconhecido o modo pelo qual
o fungo libera as proteinas AVR no citoplasma das células da planta (Jia et al.,
2000). Estudos envolvendo o sistema M. grisea-arroz demonstram a existéncia de
genes Avr governando a especificidade com o hospedeiro. O cruzamento entre
Isolados de M. grisea virulentos e avirulentos para Eragrostis curvula permitiu a
identificacdo do gene Pwi1, que governa a patogenicidade para esta espécie
(Kang et al., 1995). Membros dessa familia génica também sdo encontrados em
isolados que infectam arroz, como o gene Pwl2 (Kang et al.,, 1995). Segundo
Valent & Chumley (1994), genes Avr especificos para cultivares de arroz sao
comuns em isolados que infectam outras espécies. Além desses, sao conhecidos
em M. grisea ainda os genes Avr2-Yamo e Avr1-Tsuy (Sweigard et al., 1993),
Pwi3 e Pwl4 (Kang et al., 1995), Avr1-Co39 (Farman & Leong, 1998), Avr1-Mara
(Mandel et al., 1997), Avr1-ku86 e Avr1-MedNoi (Dioh et al., 2000) e Pi-ta (Orbach

et al., 2000).

1.4. Variabilidade genética do patégeno

M. grisea se notabiliza por possuir um grande numero ragas (Ou, 1985),
embora se reproduza assexuadamente. Esta variabilidade do fungo é responsavel
pela chamada “quebra” da resisténcia das cultivares, que ocorre normalmente
poucos anos apods seu lancamento, quando passam a ser cultivadas

comercialmente (Correa—Victoria & Zeigler, 1993).
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O mecanismo pelo qual novas ragas do patégeno emergem € um problema
de grande interesse da pesquisa. Embora a extensdo dos determinantes da
instabilidade das ragas ainda esteja sendo investigado, parece claro que novas
ragcas surgem no campo quando novas cultivares de arroz resistentes a brusone
sao introduzidas (Valent & Chumley, 1994).

Entre os mecanismos envolvidos na variabilidade de M. grisea estao, a
mutacao, recombinagao sexual e parassexual, delecdes de genes Avr e insergdes
de elementos de transposicao (transposons e retrotransposons), sendo estes os
mais estudados atualmente. Foram identificados em M. grisea 7 transposons,
incluindo retrotransposons, que se transpdéem através de um RNA intermediario e
transposons de DNA que se transpbéem diretamente por clivagem e insergao
(Nishimura et al., 2000; Kang et al., 2001). A diversidade destes elementos pode
contribuir para rearranjos no genoma envolvendo genes que controlam a
variabilidade deste fungo (Kachroo et al., 1997). O estudo de mutantes
espontaneos que sofreram ganho de viruléncia para cultivares com o gene de
resisténcia Pi-ta, revelou que a perda de funcdo do gene Avr correspondente foi
devido a insercdo de um transposon da familia Pot-3. Isto demonstra que a
transposi¢cao pode mudar o espectro de viruléncia em M. grisea, podendo ser um
importante mecanismo de variabilidade. (Kang et al, 2001).

No que se refere aos resultados obtidos em levantamentos populacionais
do patégeno, Ribeiro et al. (1987) ao analisar 127 isolados coletados entre os
anos 1979 e 1986 encontrou 36 racas no Estado do Rio Grande do Sul através de
testes fenotipicos baseados em reagdes do patdgeno em hospedeiros

diferenciais. Porém, notou-se que muitas dessas racas apresentaram reacoes
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semelhantes quando inoculadas nas principais cultivares de arroz semeadas no
Rio Grande do Sul (Ribeiro & Sperandio, 1998).

Trabalhos realizados em regides tropicais, mostraram que o fungo possui
uma grande variabilidade de viruléncia e que as suas ragas nao sao estaveis,
mesmo quando s&o obtidas a partir de uma unica lesao (Ribeiro & Sperandio,
1998). Porém nos EUA, obtiveram-se resultados que contestam em parte a
importancia da variabilidade do patogeno. Segundo esses resultados, em
condigdes de clima temperado como ocorre no sul dos EUA, o fungo nao sofre
tanta variacdo como nos tropicos e predominam apenas poucas ragas do
patdgeno. Devido as semelhangas entre as condigdes do Sul dos EUA com as
encontradas no Rio Grande do Sul, pode-se esperar que aqui também poderia

ocorrer fendbmeno semelhante (Ribeiro & Sperandio, 1998).

1.5. Genes de Resisténcia

A existéncia de dois tipos de resisténcia em plantas, especifica e nao
especifica a raca, € bem conhecida. A resisténcia especifica a raca é
condicionada por genes de efeito maior, apresenta resisténcia a uma, ou poucas
racgas fisioldgicas do fungo, e baseia-se na heranga mendeliana. A resisténcia nao
especifica a raga é condicionada por genes de efeito menor, tais como os QTLs
(loci de caracteristicas quantitativas), e confere resisténcia parcial contra todas as
racas do fungo (Notteghem et al., 1994; Camargo, 1995).

Pelo menos 30 loci de resisténcia a brusone foram identificados em arroz,

sendo que destes, 20 sdo genes de efeito maior, e os 10 restantes sdo QTLs
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(Wang et al.,, 1994). Os genes de efeito maior foram confirmados serem néao-
alélicos (Kinoshita, 1991). Dentro deste grupo, diversos loci sdo conhecidos por
possuirem mais de um alelo para resisténcia. Por exemplo, no locus Pi-k existem
cinco alelos distintos, e cada locus Pi-z e Pi-ta possuem dois alelos (Kiyosawa,
1989). A posicdo cromossOmica dos loci para resisténcia, determinada por
marcadores moleculares, demonstrou que os loci ocorrem em grupos localizados
em diversas regidbes do genoma do arroz. Oito loci foram identificados no
cromossomo 11, incluindo o locus Pi-k e um QTL. Quatro genes de resisténcia a
brusone encontram-se no cromossomo 6, sendo que destes, Pi-z e Pi-2 podem
ser alélicos (Inukai et al., 1992). Do mesmo modo, possivelmente 4 genes
encontram-se em uma mesma regiao do cromossomo 12, incluindo o gene Pi-ta,
que pode ser um alelo de Pi-4 (Ise, 1993).

Analises genéticas da resisténcia a brusone indicam que muitas cultivares
possuem multiplos genes para resisténcia. Em 51 combinagdes de cultivar/isolado
examinadas em um estudo no International Rice Research Institute (IRRI),
verificou-se que em 30 casos, a resisténcia foi condicionada por 2 genes
dominantes, em 15 casos por um gene dominante, e em 6 casos por genes
recessivos. (Yu et al., 1987). A avaliagao fenotipica de linhas-quase-isogénicas
(NILs) indicou que 4 genes de resisténcia foram identificados na cultivar Tetep, 3
na cultivar Pai-Kan-Tao, e 2 na cultivar LAC23. A complexidade da base genética
da resisténcia a brusone nestas e em outras cultivares, tem tornado dificil a
identificacdo e a analise de genes individuais quando utilizam-se técnicas

convencionais (Mackill & Bonman, 1992).



15

1.6. Marcadores moleculares

Mapas genéticos foram construidos com base em marcadores morfolégicos
e isoenzimaticos para espécies importantes como o arroz, milho, trigo, tomate e
cevada (Mohan et al., 1997). Estes foram uteis para a transferéncia de poucos
genes com grande efeito no fendtipo, entretanto, tiveram impacto relativamente
menor devido ao pouco polimorfismo apresentado. Atualmente, estdo disponiveis
tecnologias que permitem mapear diretamente o polimorfismo do DNA podendo
utiliza-las para o desenvolvimento de novos gendtipos em programas de
melhoramento genético (Federizzi, 1998).

Com o avango da biologia molecular, técnicas baseadas em marcadores
moleculares tem sido desenvolvidas. As principais técnicas sao: polimorfismo
baseado no tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP), e amplificagdo do DNA
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) como as técnicas de
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD), polimorfismo de comprimento
de fragmentos amplificados (AFLP), RFLP baseado em PCR e amplificacdo de
microssatélites. No RFLP, o polimorfismo observado ocorre porque o DNA de
individuos geneticamente distintos difere na sequéncia de nucleotideos ao longo
da fita de DNA (Grant & Shoemaker, 1998). A presenga ou auséncia de
sequéncias especificas entre 4 e 8 pares de bases, reconhecidas e clivadas por
enzimas de restricdo, pode variar entre diferentes individuos, gerando
polimorfismos. Diferengas nas sequéncias de DNA dos individuos pode também
ser resultado de insergbes, delegdes ou outros rearranjos (ex: translocagoes,

inversdes) que alterem a distancia entre sitios de restricdo (Grant & Shoemaker,
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1998). As diferencas sao detectadas pela hibridizacdo de um fragmento (sonda)
com o DNA gendmico digerido com enzimas de restrigdo. A similaridade entre a
sequéncia de nucleotideos da sonda e a sequéncia complementar de
nucleotideos de um fragmento revela o polimorfismo (Ferreira & Grattapaglia,
1996).

O RAPD, desenvolvido por Williams et al. (1990), assim como as técnicas
baseadas em RFLP, permitem gerar uma grande quantidade de polimorfismos de
segmentos de DNA distribuidos por todo o genoma do organismo. A diferenca
metodologica entre ambas € que os marcadores RFLP se baseiam na
hibridizagdo de DNA, ja o RAPD se baseia na amplificagdo de DNA. Além disso, a
técnica RAPD nao requer o desenvolvimento prévio de sondas especificas para o
organismo de interesse. A grande vantagem do RAPD é a utilizagdo de um
conjunto unico de oligonucleotideos iniciadores arbitrarios para qualquer
organismo (Ferreira & Grattapaglia, 1996). Comparado ao RFLP, a técnica de
RAPD, por se basear na PCR, € muito mais sensivel na detecgao de polimorfismo
em nivel de DNA. A principal limitagdo dos marcadores RAPD ¢é o baixo conteudo
de informacao por locus (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

O AFLP tem sido bastante utilizado para caracterizagdo molecular,
mapeamento genético e construgdo de mapas genéticos. A andlise de AFLP
consiste de 4 etapas. Na primeira etapa, o DNA genémico do individuo é clivado
com duas enzimas de restricdo. Na segunda etapa, adaptadores de DNA
especificos sao ligados aos terminais dos fragmentos genémicos gerados pela
clivagem. Na terceira etapa, uma fragdo dos fragmentos gerados é amplificada

seletivamente, através de PCR, utilizando oligonucleotideos iniciadores
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especificamente desenhados para reconhecer sequéncias nos adaptadores. Na
quarta e ultima etapa, a sub-populacdo de fragmentos amplificados é separada
em gel de alta resolugdo. De forma analoga aos marcadores RAPD, a principal
limitacdo dos marcadores AFLP é o baixo conteudo de informacéo genética por
locus (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

Com a crescente facilidade no sequenciamento de fragmentos de DNA,
uma alternativa € a conversdo de RFLP em marcadores baseados em PCR. Para
isso, as extremidades das sondas utilizadas para a deteccdo de RFLP
(genébmicas ou de cDNAs) sao sequenciadas e, com esta informacao, sao
construidos pares de oligonucleotideos iniciadores especificos para amplificar os
fragmentos polimoérficos (Saiki et al., 1988). Uma desvantagem da conversao de
marcadores RFLP para PCR é a reducdo do polimorfismo genético. Neste
processo, o polimorfismo em cada locus convertido passa a depender, em um
primeiro momento, de variagdbes no comprimento do fragmento amplificado, ou
seja, exclusivamente de eventos de insergao/delecao na regido coberta pela PCR
(Ghareyazie et al., 1995). Uma das formas de verificar polimorfismos adicionais é
através da clivagem dos fragmentos amplificados com enzimas de restricao.
Busca-se desta forma, identificar perdas ou ganhos de sitios de restricao gerados
por mutacoes de ponto (Williams et al., 1991).

Mais recentemente, um novo tipo de marcador que detecta um
polimorfismo maior que os anteriores foi descrito. Microssatélites ou seqléncias
simples repetidas (SSR), consistem de pequenas sequéncias entre 1 a 4
nucleotideos, repetidas consecutivamente. Em genomas de eucariotos estas

sequéncias simples sao mais frequentes, distribuidas ao acaso e formam loci
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genéticos mais polimérficos (Beckmann & Soller, 1990). Regides contendo
sequéncias simples repetidas sdo amplificadas individualmente através da PCR
utilizando-se um par de oligonucleotideos iniciadores especificos complementares
as sequéncias que flanqueiam o microssatélite (Wu & Tanksley, 1993). A
deteccdo de microssatélites € através de eletroforese em gel de poliacrilamida de
alta resolucdo, uma vez que € necessario uma separagao adequada de
segmentos que diferem por poucos pares de bases. Microssatélites apresentam
estabilidade, possuem expressdo co-dominante e sao multialélicos. (Ferreira &
Grattapaglia, 1996).

Condit & Hubbell (1991), documentaram a presenca de microssatélites em
plantas pela primeira vez. Em uma busca em bancos de dados de sequéncias de
DNA publicadas observou-se que os microssatélites sao distribuidos com uma
freqiéncia de um a cada 50.000 pares de bases (pb). Sua presenca foi
constatada em 34 espécies vegetais, sendo que o elemento repetitivo mais
comum foi o di-nucleotideo AT (Morgante & Olivieri, 1993). A presenca de
microssatélites em arroz foi relatada por Zhao & Kochert (1992). Os
microssatélites (GA), e (GT), sdo os mais comumente encontrados no genoma do
arroz. Uma busca em uma biblioteca genémica de arroz indicou que a freqténcia
repetida destes microssatélites foi estimada ser em média um microssatélite a
cada 225.000pb-380.000pb, e o numero total destas repeticbes foi
aproximadamente 3.000. O grau de polimorfismo destes marcadores ¢é
significantemente maior que os marcadores RFLP (Wu & Tanksley, 1993).

Até o presente, foram descritos 512 marcadores microssatélites no genoma

do arroz (Temnykh et al., 2000; Temnykh et al., 2001). Neste ultimo trabalho,
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foram analisados 57,8 milhdes de pares de bases de sequéncias de DNA de
arroz, previamente publicadas, para determinar a frequéncia e a distribuicdo de
distintos microssatélites. Microssatélites foram categorizados dentro de dois
grupos baseados no comprimento do fragmento repetitivo. A classe |, consiste de
microssatélites com mais de >20pb, e a classe Il, de microssatélites entre 12pb e
20pb. Repetigdes ricas em trinucleotideos (GCC ou GGC) foram mais abundantes
em porcoes codificantes de proteinas, enquanto repeticbes ricas em
trinucleotideos (ATT ou AAT) n&do mostraram nenhuma preferéncia. Repeticdes
com di e tetranucleotideos foram mais frequentemente encontradas em regides
nao codificantes, principalmente intergénicas, do genoma do arroz (Temnykh et

al., 2001).

1.6.1. Vantagens da utilizacdo de marcadores moleculares em
programas de melhoramento genético

O desenvolvimento de cultivares resistentes a brusone tem sido o principal
objetivo dos programas de melhoramento genético do arroz no RS. O método
empregado para a avaliagdo da doencga, tanto em cultivares utilizadas como
fontes de resisténcia quanto em linhas segregantes, € o uso de viveiros de
infeccdo, conduzidos em um unico local, e onde as plantas sdo submetidas a
condigbes epidémicas severas (Ou, 1965). O uso exclusivo deste método é
limitante, pois n&o permite a detecgéo de fatores de resisténcia parcial (baseados
em multiplos genes de efeito menor) que intervém na taxa de progresso da
doenca. Além disso, ndo € capaz de captar a diversidade existente na populacéo

do patégeno, proporcionando o fenbmeno do “escape” (Buddenhagen, 1983).
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O enfoque das pesquisas para aumentar a durabilidade da resisténcia das
cultivares de arroz esta direcionado para o melhor manuseio dos genes
especificos a raca, e, ao mesmo tempo, evitar a erosdo da resisténcia parcial no
processo seletivo de melhoramento (Prabhu & Ferreira, 1991).

Embora a combinacdo de genes de efeito maior e menor, conferindo
resisténcia completa e parcial, respectivamente, seja desejavel ao melhoramento
do arroz, isto ¢é dificil de ser alcangado devido a dois problemas. Primeiro, ndo ha
certeza de qual constituicdo genética resulta em resisténcia duravel. Segundo, o
meétodo utilizado por programas de melhoramento convencional nao permite
selecionar para a presenca de multiplos genes, ou para uma combinagao
especifica de genes, devido a interagao epistatica entre os mesmos. De acordo
com McCouch et al. (1994), os marcadores moleculares oferecem uma
oportunidade para a superacao destes problemas.

Existem varias situagcdes em que marcadores moleculares podem substituir
avaliacbes de doencas através do fendtipo (Melchinger, 1990). Algumas
avaliacbes de doencas sao dificeis de serem conduzidas devido a interagéo
genotipo-ambiente, variabilidade na agressividade ou disponibilidade do
patogeno, ou ainda devido a sensibilidade da reagdo da doenga as condi¢gbes do
ambiente. Alguns tipos de avaliagbes sao muito demoradas ou somente podem
ser conduzidos em locais especificos, certas épocas do ano, ou em determinados
estadios de desenvolvimento da planta. Os marcadores podem permitir a selecao
de individuos resistentes no estadio de semente de modo independente das
condi¢des ambientais (Michelmore, 1995). Os marcadores podem auxiliar também

na combinagao de genes de resisténcia a patdégenos para os quais as avaliagdes
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da doenga sdo mutuamente incompativeis. Estes permitem que multiplos genes
que sao efetivos contra todas as ragas conhecidas de um unico patégeno sejam
combinados. Uma vez que alguns dos genes de resisténcia ja foram clonados,
eles poderao ser uteis como um marcador genético para a resisténcia. Assim que
0s genes de resisténcia forem sequienciados, sera possivel desenhar marcadores
baseados em PCR especifico para cada alelo usando oligonucleotideos
iniciadores que anelam nas regides com sequéncias divergentes. Nenhuma
recombinagcdo sera possivel entre tais marcadores e o gene de resisténcia
(Michelmore, 1995).

A selecao assistida por marcadores possui consideravel potencial para
transferéncia de QTLs ligados a resisténcia a doengas. Também permite a
selecao de individuos portadores de alelos favoraveis dos progenitores e evita a
inclusdo de individuos que sdo homozigotos para alelos desfavoraveis.
Marcadores para importantes QTLs de resisténcia estdo sendo desenvolvidos, e
isto permitira a selegdo de gendtipos complexos contendo determinados loci,
determinando ambos tipos de resisténcia, qualitativa e quantitativa (Michelmore,

1995).

1.6.2. Utilizacao de marcadores moleculares em programas de
melhoramento visando a resisténcia a doengas

Diversos trabalhos indicam a aplicacdo dos marcadores moleculares
ligados a genes de resisténcia com o objetivo de facilitar a selegao de gendtipos
em programas de melhoramento, através da selegao assistida. Brahm et al.

(2000), identificaram 2 marcadores, de RAPD e AFLP, ligados ao gene PI2 que
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confere resisténcia do girassol a Plasmopara halstedii, agente causal do mildio.
Um marcador microssatélite e 2 marcadores RFLP proximamente ligados ao gene
Rsv1, que confere resisténcia ao virus do mosaico da soja (VMS), foram
identificados por Yu et al. (1996). Em trigo, um marcador RAPD e um
microssatélite ligado ao gene Yr15, que confere resisténcia a ferrugem, foram
identificados por Chague et al. (1999). Marcadores RAPD foram relatados para as
culturas do arroz e do feijoeiro. Em arroz, verificou-se uma ligagao préxima do
marcador com o gene Pi-10, que confere resisténcia a brusone (Naqvi & Chattoo,
1996); e no feijoeiro, foram observados 3 marcadores ligados aos genes Ur-4, Ur-
5 e Ur-3. que conferem resisténcia a ferrugem (Faleiro et al., 2000). Em arroz, 5
marcadores microssatélites (RM21, RM142, RM164, RM254 e RM210) estao
localizados proximos aos genes Pi-7, Pi-5, Pi-10, Pi-1 e Pi-11, respectivamente,
que conferem resisténcia a brusone (Akagi et al., 1996). Arruda et al. (2000),
identificaram marcadores RAPD ligados ao gene Co-4, gene de resisténcia a
Colletotrichum lindemuthianum em feijado. Este gene esta presente na cultivar To,
uma das 12 diferenciais utilizadas na identificacdo das ragas do fungo em feijao.
Esta cultivar é resistente a 22 dos 25 isolados de C. lindemuthianum identificados
no Brasil. A resisténcia conferida pelo gene Co-4 tem se mostrado efetiva contra
um grande numero de isolados da América Latina e € uma importante fonte de
resisténcia utilizado por diversos programas de melhoramento. Um marcador de
RAPD ligado ao gene de resisténcia Co-4 esta sendo utilizado para o
desenvolvimento de cultivares resistentes e para a piramidizagdo de genes em
cultivares comerciais de feijao. O marcador microssatélite RM262 em arroz, que

esta proximamente ligado ao gene de resisténcia a brusone Pi-d foi utilizado para
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identificacao de cultivares contendo este gene em uma populagao segregante F2.
Os resultados indicaram uma eficiéncia de mais de 98% na identificacédo de
cultivares resistentes, podendo este marcador ser utilizado na selecao assistida e
no melhoramento de novas cultivares com resisténcia a brusone (Li et al., 2000).
RG64, um marcador RFLP baseado em PCR, que esta ligado ao gene Pi-2
(2,8cM) em arroz também foi utilizado na identificagcdo de cultivares que contém
este gene em uma populacdo segregante F2. A eficiéncia de identificagdo de
individuos homozigotos resistentes foi de 96% (Hittalmani et al., 1994).

Apos a identificagdo de marcadores moleculares eficientes para a selecao
de genes de resisténcia em gendtipos resistentes, a piramidizacdo de genes pode
ser utilizada como estratégia para assegurar uma resisténcia duravel contra o
aparecimento de novas ragas do patdogeno. Esta estratégia baseia-se na
combinagao de genes de resisténcia, que excluam toda possivel compatibilidade
com linhagens genéticas do fungo, e € denominada de “hip6tese da exclusao de
linhagens” (Zeigler et al., 1994). Trés genes de resisténcia a brusone, Pi-1, Pi-2 e
Pi-4, foram piramidizados utilizando marcadores RFLP e RFLP baseado em PCR
(Hittalmani et al., 2000). As cultivares portadoras de combinagdes de 2 e 3 genes
que foram testadas para a resisténcia & brusone nas Filipinas e india indicaram
que combinacgdes incluindo o gene Pi-2 tém aumentado a resisténcia quando este
encontra-se sozinho. Os genes de linhas piramidizadas estdo sendo atualmente
introgredidos em cultivares de arroz com caracteristicas agronémicas superiores

através da selecao assistida por marcadores moleculares (Hittalmani et al., 2000).



2. CAPITULOII

IDENTIFICAGAO DO GENE DE RESISTENCIA Pi-2 A BRUSONE (Magnaporthe
grisea) EM CULTIVARES DE ARROZ (Oryza sativa) UTILIZANDO UM

MARCADOR DE RFLP BASEADO EM PCR

2.1. INTRODUGAO

A brusone, causada pelo fungo M. grisea (Herbert) Barr. € a doenga mais
destrutiva da cultura do arroz, podendo ser encontrada em todos os sistemas de
cultivo (Ou, 1985). A incorporagao de resisténcia em cultivares comerciais € o
método mais econdmico e efetivo para o controle da doencga (Prabhu & Bedendo,
1991). No entanto, a resisténcia das cultivares tem sido rapidamente perdida
devido a diversidade e a instabilidade da viruléncia do fungo causador da brusone
(Ou, 1980; Correa-Victoria & Zeigler, 1993). Métodos inadequados para a selegao
de cultivares resistentes (Chen et al., 1995) e o uso extensivo de determinadas
cultivares com alta similaridade genética, contribuem para a curta durabilidade da
resisténcia observada a campo (Zhu et al., 2000).

A maior necessidade da pesquisa em brusone do arroz € a identificacdo de

novos genes que confiram resisténcia duravel e a incorporagdao dos mesmos em
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cultivares em uso. Quinze genes de resisténcia especifica a determinadas racas
de M. grisea foram identificados no arroz (Tabela 1).

Um grupo de linhas-quase-isogénicas (NILs) em que os genes de
resisténcia a brusone sao conhecidos foi desenvolvido por Mackill & Bonman
(1992). A resisténcia a brusone foi conferida por genes dominantes e
independentes nas NILs C104LAC (Pi-1), C101A51 (Pi-2), C104PKT (Pi-3),
C101PKT (Pi-4%), C105TTP-4 (Pi-4" ) e IR1529 (Pi-11).

Estudos conduzidos por Inukai et al. (1994) e Zeigler et al. (1995),
determinaram que o gene de resisténcia Pi-2 conferiu resisténcia a determinados
isolados de M. grisea. A NIL C101A51 foi suscetivel somente a isolados de uma
unica linhagem, em um estudo conduzido com 234 isolados, representativos de 6
linhagens provenientes das Filipinas. Segundo Maciel et al. (2001), as cultivares
contendo este gene também foram resistentes contra todos os isolados de M.
grisea identificados no Rio Grande do Sul até o momento.

RG64, um marcador de RFLP baseado em PCR, que esta localizado a uma
distancia genética de 2,8 cM do gene Pi-2 no mapa IR64/Azucena (Akagi et al.,
1996) e a 0 cM no mapa de consenso (Akagi et al.,, 1996), foi utilizado na
identificacdo do gene em uma populacdo segregante F2. A eficiéncia de
identificacdo de cultivares homozigotas resistentes foi de 96%, mostrando que
RG64 é eficiente para identificacdo deste gene (Hittalmani et al., 1994).

A técnica de RFLP baseada em PCR é um método eficiente e apresenta
vantagens para andlise de um grande numero de amostras, sendo uma
alternativa aos marcadores RFLP (Williams et al., 1990; Hittalmani et al., 1994).

Esta técnica é rapida, de facil execucdo e requer pouca quantidade de DNA
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(100ng). O RFLP baseado em PCR, assim como o RFLP, também permite a
deteccdo direta de insercdes/delecbes e eventos de mutagdes pontuais
permitindo analise detalhada da variacdo em nivel de DNA. A maior limitagdo do
RFLP baseado em PCR ¢é a necessidade de informagao preliminar de sequiéncias
para sintetizar os oligonucleotideos iniciadores (Ghareyazie et al., 1995).
Baseados nas informagdes disponiveis em relagdo a importancia do gene
de resisténcia Pi-2 e da disponibilidade de um marcador eficiente para identifica-
lo, o objetivo do presente estudo foi a utilizagdo do marcador RG64 para verificar
a presenga do gene de resisténcia Pi-2 em cultivares de arroz do banco de
germoplasma do programa de melhoramento genético do Instituto Rio-grandense

do Arroz (IRGA).
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Tabela 1. Genes de resisténcias encontrados em cultivares de arroz com as

respectivas localizagdes cromossomais e cultivares doadoras.

gzrsetgndc?a Cultivar doadora Cromossomo Referéncias
Pi-1 LAC23 11 Inukai et al., 1994
Pi-2 5173 Inukai et al., 1994
Pi-3 Pai-Kan-Tao Inukai et al., 1994
Pi-4 Tetep 12 Inukai et al., 1994
Pi-5 Moroberekan Wang et al., 1994
Pi-6 Apura 12 Causse et al., 1994
Pi-7 Moroberekan 11 Wang et al., 1994
Pi-8 Kasalath 6 Causse et al., 1994
Pi-9 Oryza minuta 6 Causse et al., 1994
Pi-10 Tongil 5 Naqvi et al., 1995
Pi-11 Zaiyeqing 8 Causse et al., 1994
Pi-12 Moroberekan - Inukai et al., 1996
Pi-13 Mauwangu 6 Pan et al., 1996a
Pi-14 Mauwangu 2 Pan et al., 1996a
Pi-15 GA25 - Pan et al., 1996b
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2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Material genético

Foram selecionadas 250 cultivares de arroz, incluindo linhas avangadas,
pertencentes ao banco de germoplasma do IRGA e que apresentam resposta
diferencial a M. grisea nos viveiros de infeccdo conduzidos no municipio de

Torres, RS na safra 1999/2000 (Maciel, dados nao publicados).

2.2.2. Extragao do DNA

Para a extragdo do DNA, 50 sementes de cada cultivar foram colocadas
para germinar em caixas do tipo Gerbox e incubadas a 28°C sob um fotoperiodo
de 12h de luz. Apés 7 dias, coledptilos e radiculas das plantulas foram coletadas
para extragao do DNA utilizando o método “Plant DNAzol” (Gibco, BRL). O tecido
obtido, foi moido na presenca de nitrogénio liquido, transferido (100ng) para um
tubo de microcentrifuga e ressuspendido em 300uL de “Plant DNAzol”, sendo
agitado vigorosamente durante 5min. Apds, foi acrescentado 300ul de cloroférmio,
agitando-se novamente por 5min, seguido de centrifugacdo a 10.000g durante
10min, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para outro tubo
de microcentrifuga ao qual foi adicionado 225ul de etanol absoluto. As amostras
foram agitadas levemente, incubadas em temperatura ambiente por 5min e
centrifugadas a 4.000g durante 4min, em temperatura ambiente. Apds a
centrifugagéo, foi adicionado 300ul de solugédo de lavagem (171ul de “Plant
DNAzol” + 129ul de etanol absoluto) ao material precipitado, agitando-se

levemente o tubo de microcentrifuga. As amostras foram incubadas em
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temperatura ambiente durante 5min, seguidas de nova centrifugacdo a 4.000g
durante 4min, em temperatura ambiente. Uma segunda lavagem foi feita
adicionando-se 300ul de etanol 70% a cada tubo de microcentrifuga e
centrifugada conforme etapa anterior. Foi adicionado 70ul de agua ultra pura ao
material precipitado. A concentragdo das amostras foi determinada com um

espectrofotdmetro (Beckman DU 65) e armazenadas a —20°C.

2.2.3. RFLP baseado em PCR

O DNA genbmico das cultivares foi submetido a amplificacdo por RFLP
baseado em PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores RG64-F (5'-
TGGGATGATGCCCAAAAG-3’) e RG64-R (5-GTACGGCAAGGGCTAGGAG-3)
desenvolvidos a partir do conhecimento da sequéncia do clone RG64.

As reagdes foram realizadas em volume final de 25ul contendo 100ng de
DNA, 10mM Tris-HCI (pH 9,2); 25mM KCI; 0,1mM de cada dNTP (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP); 1,5mM de MgCl; 0,56mM de oligonucleotideo iniciador e 1U de
Taq DNA polimerase (Gibco/BRL). As amplificagdes foram realizadas em um
termociclador PTC-100™. As condicdes da PCR foram 94°C (5min), seguido de
35 ciclos de 94°C (1min), 60°C (1min) e 72°C (2min), e uma etapa de extensao
final a 72°C (5min). Os produtos das amplificagbes foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1% contendo tamp&o TBE (90mM Tris, pH 8,3;
90mM de acido bdrico; 2mM de solugdo de EDTA). O marcador utilizado para

estimar o tamanho dos fragmentos amplificados foi “1kb Plus Ladder e o gel foi

submetido a coloragcdo com brometo de etidio (0,5ug.mL™") por 15 minutos, para a
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visualizacdo do produto amplificado, e foi fotografado através do sistema de
fotodocumentagao computadorizado EDAS 120 (Kodak).

Foram utilizadas trés enzimas de restricdo, Rsal, Haelll e Taql
(Gibco/BRL), para a analise do RFLP baseado em PCR. Segundo Ghareyazie et
al. (1995), estas sao enzimas que produzem um maior polimorfismo para o clone
RG64. As reagdes foram realizadas em volume final de 20ul contendo 10ul da
reacao de PCR, sendo que, a digestédo feita com a enzima Rsal utilizou-se 3,5U
desta enzima, em um tampéao contendo 10mM de Tris-acetato (pH 7,5); 10mM de
acetato de magnésio e 5mM de acetato de potassio; com a enzima Haelll utilizou-
se 2,5U; em um tamp&o contendo 50mM de Tris-HCL (pH 8,0); 10mM de MgCl2;
50mM de NaCl e com a enzima Tagq/ utilizou-se 2,5U; em um tamp&o contendo
10mM de Tris-acetato (pH 7,5); 10mM de acetato de magnésio e 5SmM de acetato
de potassio. As reacgdes foram incubadas durante 1h a 37°C (Rsal e Haelll) ou
65°C (Taql). Os produtos das digestdes foram separados por eletroforese em gel

de agarose 1% (Haelll) ou 2% (Rsal e Taql).

2.2.4. Teste de viruléncia

Foram inoculados 6 diferentes isolados de M. grisea, representativos das
linhagens do patdégeno que ocorrem no Rio Grande do Sul (Maciel et al., 2001)
em cultivares e linhas avangadas do programa de melhoramento genético do
IRGA.

Para a producdo de in6culo, os isolados foram repicados para placas de
Petri com meio de farinha de arroz e crescidos por 12-14 dias a 28°C sob 12h de

luz. Apos esse periodo, o micélio superficial foi removido com auxilio de um pincel
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e as colbnias lavadas com agua destilada. As placas foram cobertas com um filme
plastico transparente perfurado e mantidas nas mesmas condi¢des por 4-6 dias a
fim de estimular a esporulagao.

A semeadura foi realizada em vasos plasticos (D=8cm) a fim de obter-se 10
plantas por vaso. As plantas receberam aplicagao de nitrogénio na forma amidica,
aplicada em trés doses iguais: 1) na semeadura; 2) uma semana apos; 3) um dia
antes da inoculagdo, em quantidades equivalentes a 150kg de N por ha.

A inoculagao foi realizada quando as plantas atingiram o estadio de 3-4
folhas (+21dias) com uma suspensdo de 1,8x10° conidios.mL™. Utilizaram-se
20mL dessa suspensido em cada repeticdo, sendo feitas 2 repeticbes para cada
cultivar. As plantas foram entdo incubadas em caixas plasticas sob alta umidade e
mantidas em camara de crescimento sob um fotoperiodo de 12h de luz a 26°C. As
reacdes das cultivares aos isolados foram avaliadas 14 dias apds a inoculagéo,

utilizando-se a escala diagramatica com notas de 0-5 descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. Escala de avaliagdo de brusone e sua conversao para tipos de reacgao.

Nota Sintomatologia Reacgao

Sem sintomas .

0 B Resistente
Pequenas lesbes marrons, com tamanho de 0,5mm de .

- Resistente

didmetro
Pequenas lesbes de cor marrom, entre 0,5-1mm de .

2 . . _ Resistente
diametro, necroticas, sem centro esporulativo
Pequenas lesbes arredondadas entre 1-3mm de didmetro, ]

3 , Suscetivel
com centro cinzento, borda marrom
Lesdes tipicas de suscetibilidade a brusone de 3mm, com ]

4 . B Suscetivel
centro cinzento e com pouca ou hehuma lesao coalescente
LesOes tipicas de suscetibilidade a brusone de 3mm, com .

S Suscetivel

centro cinzento e com uma ou mais folhas mortas pela

coalescéncia das lesbes

Fonte: Mackill & Bonman, 1992.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Analise molecular

A analise molecular da amplificagdo de RG64, de 250 cultivares e linhas
avancadas de arroz, apresenta 3 perfis eletroforéticos (Figura 1). Quarenta e oito
cultivares possuem o mesmo perfil eletroforético da NIL C101A51(1.557pb),
sugerindo a presenga do mesmo alelo deste gene nestas cultivares.

O DNA amplificado de RG64, de 48 cultivares de arroz que apresentam o
mesmo perfil eletroforético da NIL C101A51, foi digerido com enzimas de restricao
para verificar polimorfismos que nao sao detectados durante a amplificagao.
Nesta categoria estao incluidos substituicbes de nucleotideos (alteracdo do sitio
de reconhecimento das enzimas de restricdo), e pequenas adicbes/delecdes que
nao sao visualizadas através da eletroforese do fragmento amplificado
(Ghareyazie et al., 1995).

O produto da PCR de RG64 digerido com as enzimas de restricdo (Rsal,
Haelll e Taql) apresenta perfis adicionais quando comparadas com o RFLP
baseado em PCR antes da digestdo. A analise do DNA amplificado de RG64 das
48 cultivares de arroz, digerido com a enzima Rsal, indica que somente em 15
cultivares nao ocorre o mesmo perfil eletroforético da NIL C101A51 (Figura 2). A
digestdo com as enzimas Haelll e Taql, revelam o mesmo agrupamento obtido
com a enzima Rsal (Figuras 3 e 4). Hittalmani et al. (1994), utilizaram 16 enzimas
de restricdo para verificar polimorfismos entre a cultivar CO39 suscetivel a

brusone e a NIL C101A51. A enzima Haelll produziu polimorfismo que permitiu
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diferenciar cultivares que contém o gene Pi-2 em uma populagao segregante

derivada do cruzamento destas 2 cultivares.

Figura 1.

Figura 2.

M12 345678 9101112

1557pb

Perfis eletroforéticos do produto da amplificagéo por PCR de RG64 do
DNA de 12 cultivares de arroz. 1- NIL C101A51; 2- Irga 1832-5-5C-
MF-2-2; 3- Irga 1598-3-2F-1-2-1; 4- Irga 420; 5- Irga 417; 6- Jefferson;
7- IR 56450-4-2-2; 8- CT9737-5-2-1-2-4P; 9- Epagri 109; 10- CT
12249-3-4-5-1P-1P; 11- Icta Quirigua; 12- Perla. Os fragmentos foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1%. O marcador de
peso molecular utilizado foi 1kb plus.

M1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13

Perfis eletroforéticos do produto da amplificacédo por PCR de RG64
digerido com a enzima de restricdo Rsal do DNA de 13 cultivares de
arroz. 1- NIL C101A51; 2- Irga 1598-3-2F-1-2-1; 3- Irga 1832-5-5C-
MF-2-2; 4- Jefferson; 5- Irga 417; 6- Epagri 109; 7- IR65261-09-1-B; 8-
Sisa 29/84; 9- AY 204; 10- Doble Carolina; 11- El Pazo 227; 12- Quilla
64117; 13- CT 6742-10-10-1-M-M-M. Os fragmentos foram separados
por eletroforese em gel de agarose 2%. O marcador de peso
molecular utilizado foi 50pb.



Figura 3.

Figura 4.
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M1 2 34 5 6 78 9 10 1112

Perfis eletroforéticos do produto da amplificacédo por PCR de RG64
digerido com a enzima de restricdo Haelll do DNA de 12 cultivares de
arroz. 1- C101A51; 2- Irga 1598-3-2F-1-2-1; 3- Irga 1832-5-5C-MF-2-
2; 4- IR 56450-4-2-2; 5- Perla; 6- CT 11626-14-4-1-2-M-M; 7- CT
12249-3-4-5-1P-1P; 8- Irga 975-2-1-3-1-1; 9- IR 36; 10- Epagri 109;
11- Sisa 29/84; 12- AY 204. Os fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1%. O marcador de peso molecular
utilizado foi 1kb plus.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

.Perfis eletroforéticos do produto da amplificacao por PCR de RG64
digerido com a enzima de restricdo Taql do DNA de 12 cultivares de
arroz. 1- C101A51; 2- Irga 1832-5-5C-MF-2-2; 3- Irga 959-1-2-2F-5-1-
2-B-4-CA-4; 4- Irga 1567-14-2-3-1; 5- Quilla 64117; 6- Icta Quirigua; 7-
Amistad 82; 8- Doble Carolina; 9- Jefferson; 10- Perla; 11- Agulha
Precoce; 12- CT 11626-14-4-1-2-M-M. Os fragmentos foram
separados por eletroforese em gel de agarose 2%. O marcador de
peso molecular utilizado foi 50pb.
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2.3.2. Teste de viruléncia

Foram submetidas a inoculagdo com isolados de M. grisea as cultivares
que apresentaram o mesmo perfil eletroforético da NIL C101A51 apds a digestao
com as 3 enzimas de restricdo acima citadas.

O teste de viruléncia indica que das 33 cultivares inoculadas, 28 sao
resistentes a maioria dos isolados e, apenas 5 cultivares sdo consideradas
suscetiveis (Tabela 3). Verifica-se que o agrupamento molecular realizado com o
marcador RG64 ¢é eficiente para identificar cultivares que possivelmente contém o
gene de resisténcia Pi-2, ja que a maioria (84,84%) das cultivares agrupadas é
resistente de acordo com o teste de viruléncia.

Maciel et al. (2001), conduziu ensaios no IRGA para verificar a viruléncia
de 60 isolados de M. grisea na NIL C101A51. Este verificou, apds os testes de
inoculagdo, que nenhum isolado foi capaz de causar doenga na NIL C101A51,
mostrando a importadncia do gene Pi-2 para o melhoramento genético de
cultivares de arroz visando resisténcia a brusone no Rio Grande do Sul.

Zeigler et al. (1995), verificaram que a NIL C101A51 apresentou um
espectro de resisténcia extremamente amplo. Em 118 ensaios conduzidos em 40
locais, durante 3 anos, a NIL C101A51 foi suscetivel em apenas 9 locais. Em 2
locais em Laguna, Filipinas, a NIL C101A51 foi suscetivel somente a linhagem 44
do patégeno. Em outro estudo conduzido nas Filipinas, a NIL C101A51 foi
resistente a 450 isolados representativos de linhagens de M. grisea, sendo
também compativel somente com isolados da linhagem 44 (Chen et al., 1995).

A ampla efetividade de Pi-2 sugere que este gene pode ser extremamente

importante em programas de melhoramento genético visando resisténcia a
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brusone, desde que utilizado em combinagdo com outros genes com espectro de
resisténcia complementar. O gene Pi-2, em combinagcdo com outros genes
maiores, foram piramidizados em determinadas cultivares, e sua efetividade
contra M. grisea esta sob investigacao (Chen et al., 1996).

Informagdo sobre o espectro de resisténcia do conjunto de genes
disponiveis pode ser utii na selecdo de combinagbes de genes para o
melhoramento genético (Zeigler et al., 1994). A disponibilidade de um grupo de
NILs, contendo diferentes genes de resisténcia, possibilita a caracterizagdo, com
precisdao, do espectro de resisténcia de genes maiores isoladamente (Mackill &
Bonman, 1992).

Marcadores moleculares com localizagdo proxima a genes de resisténcia
sdo necessarios para o melhoramento assistido, a fim de garantir uma selecéo
eficiente. Com a disponibilidade de mapas moleculares de alta resolucdo a
probabilidade de encontrar marcadores proximos a genes de interesse tem
aumentado (Mew et al., 1994).

Além do marcador RG64, RG456, outro marcador préximo ao gene Pi-2, foi
utilizado na identificagao de cultivares que contém este gene em uma populagao
segregante F2. A eficiéncia de identificagao de individuos homozigotos resistentes
aumentou de 96% (somente com RG64) para 100%, quando utilizou-se estes dois
marcadores (Hittalmani et al., 1994).

Apds a identificacdo de genes de resisténcia utilizando marcadores
moleculares, a piramidizagdo de genes, pode ser utilizada como estratégia para
assegurar uma resisténcia duravel contra o aparecimento de novas ragas do

patogeno. (Zeigler et al., 1994). Trés genes de resisténcia a brusone, Pi-1, Pi-2 e
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Pi-4, foram piramidizados utilizando marcadores de RFLP (Hittalmani et al., 2000).
As cultivares contendo combinagdes de 2 e 3 genes, que foram testadas para a
resisténcia & brusone nas Filipinas e na india, indicaram que combinacdes
incluindo Pi-2 tém aumentado a resisténcia. Os genes de resisténcia de linhas
piramidizadas estdo sendo atualmente introgredidos em cultivares de arroz com
caracteristicas agrondmicas superiores através da selecdo assistida por

marcadores moleculares (Hittalmani et al., 2000).
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Tabela 3. Reacao a brusone de 33 cultivares e linhas avangadas de arroz, que
apresentam o mesmo perfil eletroforético da NIL C101A51, quando
submetidas a inoculagdo com 6 diferentes isolados de Magnaporthe
grisea.

. Isol
Cultivares solados

C101A51

Fanny*

Irga 959-1-2-2F-2-1-2-A-4
Irga1829-7-8T-1
CT12249-3-4-5-1P-1P
Irga 975-2-1-3-1-1
CT10821-2-CA-2-M
Irga 1832-5-5C-MF-2-2
ITA 324

Irga 440-22-4-2F-1-C
Irga1572-2-3-3-1

IR 56450-4-2-2

Irga 959-1-2-2F-5-1-2-B-4-CA-4
Irga 1567-14-2-3-1
CT12245-26-2-4P-1P
Irga 1074-8-4-1F-1-1
Irga 331-33-2-12-A-4
Irga 369-31-2-3F-A1-1
Irga 421

Icta Quirigua

Amistad 82
CT9737-5-2-1-2-4P
CT10865-CA-12-M-B
Irga 1573-4-CA-5

BR IRGA 409

Irga 417

Irga 1598-3-2F-1-2-1
Irga 1571-17-1F-1-2-1
Irga 1598-7-2F-1-3-2
Usen

Isolinha 6

Metica 1

IR 36

Irga 420

Irga 1581-8-5-1-2

AV ODODAO00D0 0NV O00NAOO0000000000NAO00I00WA0 =
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* : controle positivo da inoculagao



3. CAPITULO Il

SELEGAO DE MARCADORES MICROSSATELITES PARA A IDENTIFICAGAO
DOS GENES DE RESISTENCIA Pi-1 E Pi-11 A BRUSONE (Magnaporthe

grisea) EM CULTIVARES DE ARROZ (Oryza sativa)

3.1. INTRODUGAO

A brusone, causada pelo fungo M. grisea (Herbert) Barr, é considerada a
doenca mais importante da cultura do arroz na maioria dos paises produtores,
devido ao seu grande potencial destrutivo (Ou, 1985). O uso de cultivares
resistentes tem sido o método mais econémico e efetivo para o controle da
doenga (Prabhu & Bedendo, 1991). Entretanto, a resisténcia das cultivares tem
sido perdida devido a diversidade e a instabilidade da viruléncia do fungo
causador da brusone (Ou, 1980; Correa-Victoria & Zeigler, 1993). Além disso, ha
uma grande dificuldade para os programas de melhoramento genético
acompanharem as mudangas nas frequéncias génicas na populagdo do
patdbgeno, pois os métodos de selegcdo baseiam-se principalmente em
caracteristicas fenotipicas da planta. A variabilidade do fungo é responsavel pela
assim denominada “quebra” da resisténcia das cultivares, que ocorre
normalmente poucos anos apos o inicio do cultivo comercial das mesmas

(Correa-Victoria & Zeigler, 1993).
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A existéncia de linhas-quase-isogénicas (NILs) contendo genes de
resisténcia individuais, € uma ferramenta importante para estudos populacionais
de M. grisea. O padrao de resisténcia de racas de M. grisea podera ser facilmente
estudado em linhas possuindo genes de resisténcia conhecidos (Bonman et al.,
1987). Foi demonstrado que NILs sdo efetivas no mapeamento de genes de
resisténcia com marcadores moleculares (Young et al., 1988).

Técnicas modernas de biologia molecular podem contribuir decisivamente
para acelerar o processo de melhoramento de cultivares resistentes a brusone
através do uso de marcadores moleculares. A disponibilidade de mapas
moleculares de alta resolugao no arroz, com marcadores moleculares préximos a
genes alvo, e o rapido desenvolvimento de marcadores baseados na reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) tém facilitado o emprego da selecao assistida em
programas de melhoramento genético (McCouch et al., 2001).

No arroz, mais de 500 marcadores microssatélites foram desenvolvidos e
utilizados para a construgcao de mapas genéticos (Wu & Tanksley, 1993; Akagi et
al., 1996; Panaud et al., 1995, 1996; Chen et al., 1997; Temnykh et al., 2000,
2001). Marcadores microssatélites tém sido utilizados em estudos genéticos no
arroz para identificacdo de cultivares, na analise da diversidade genética, na
identificacdo de introgressdes em cruzamentos interespecificos, na determinagao
de “pedigrees”, na localizagdo de genes e loci de caracteristicas quantitativas
(QTLs) nos cromossomos € na selecéo assistida por marcadores (McCouch et al.,
2001).

Baseado na informacgao existente em relacdo a aplicagdo de marcadores

microssatélites e na disponibilidade de um grande numero destes marcadores
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mapeados, o objetivo do presente estudo foi a selecdo de marcadores
microssatélites para a identificagdo dos genes de resisténcia Pi-1 e Pi-11 em
cultivares de arroz do banco de germoplasma do programa de melhoramento

genético do Instituto Rio-Grandense do Arroz (IRGA).
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3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Material genético

Foram selecionadas 104 cultivares de arroz, incluindo linhas avancadas
pertencentes ao banco de germoplasma do IRGA, que apresentaram resposta
diferencial a M. grisea nos viveiros de infeccdo conduzidos no municipio de

Torres, RS, na safra 1999/2000 (Maciel, dados nao publicados).

3.2.2. Extracao do DNA

Para a extragdo do DNA, 50 sementes de cada cultivar foram colocadas
para germinar em caixas do tipo Gerbox e incubadas a 28°C sob um fotoperiodo
de 12h de luz. Apés 7 dias, coledptilos e radiculas das plantulas foram coletadas
para extragao do DNA utilizando o método “Plant DNAzol” (Gibco, BRL). O tecido
obtido, foi moido na presenca de nitrogénio liquido, transferido (100ng) para um
tubo de microcentrifuga e ressuspendido em 300uL de “Plant DNAzol”, sendo
agitado vigorosamente durante 5min. Apds, foi acrescentado 300ul de cloroférmio,
agitando-se novamente por 5min, seguido de centrifugacdo a 10.000g durante
10min, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para outro tubo
de microcentrifuga ao qual foi adicionado 225ul de etanol absoluto. As amostras
foram agitadas levemente, incubadas em temperatura ambiente por 5min e
centrifugadas a 4.000g durante 4min, em temperatura ambiente. Apds a
centrifugagéo, foi adicionado 300ul de solugédo de lavagem (171ul de “Plant
DNAzol” + 129ul de etanol absoluto) ao material precipitado, agitando-se

levemente o tubo de microcentrifuga. As amostras foram incubadas em
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temperatura ambiente durante 5min, seguidas de nova centrifugacdo a 4.000g
durante 4min, em temperatura ambiente. Uma segunda lavagem foi feita
adicionando-se 300ul de etanol 70% a cada tubo de microcentrifuga e
centrifugada conforme etapa anterior. Foi adicionado 70ul de agua ultra pura ao
material precipitado. A concentragdo das amostras foi determinada com um

espectrofotdmetro (Beckman DU 65) e armazenadas a —20°C.

3.2.3. Analise por amplificagao dos microssatélites

O DNA genbémico das cultivares foi submetido a amplificacdo por PCR,
para amplificar sequéncias de microssatélites associados aos genes de
resisténcia desejados, utilizando os oligonucleotideos iniciadores exemplificados
na Tabela 1.

As reacgbes foram realizadas em volume final de 25uL contendo 100ng de
DNA, 10mM Tris-HCI (pH 9,2); 25mM KCI; 0,2mM de cada dNTP (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP); 1,5mM de MgCl,; 0,2mM de cada oligonucleotideo iniciador e 1U
de Tag DNA polimerase (Gibco/BRL). As amplifica¢gdes foram realizadas em um
termociclador PTC-100™. As condicdes da PCR foram 94°C (5min), seguido de
35 ciclos de 94°C (1min), 55°C (1min) e 72°C (2min), e uma etapa de extensao

final a 72°C (5min).

3.2.4. Eletroforese em gel desnaturante
Os produtos da PCR obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante (6%) (0,8M de acrilamida; 19,46mM de N,N’

Methylenebisacrylamida; 7M de uréia; 90mM de Tris, pH:8,3; 90mM de acido
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borico; 2mM de EDTA; 4,4mM de Persulfato de aménio e 3,9mM de Temed). O
gel foi submetido a eletroforese em um sistema de seqiienciamento Hoefer™SQ3.
As condicbes de eletroforese foram 55 W (pré-corrida) durante 1h (45-50°C) e 55
W de corrida durante aproximadamente 3 horas (45-50°C). As amostras foram

incubadas a 70°C durante 2 min previamente ao inicio da eletroforese.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na amplificacdo dos
marcadores microssatélites.

Marcadores Oligonucleotideo Oligonucleotideo
Microssatélites iniciador (senso) iniciador (antisenso)
RM254 5’agccccgaataaatccacctd’ 5’ctggaggagcatttggtaged’

RM206 5’cccatgcgtttaactattct3’ 5’cgttccatcgatccgtatgg3’
RM473E 5’tatcctcgtctccategeted’ 5’aaggatgtggcggtagaatg3’
RM210 5’tcacattcggtggcattg3’ 5’gaggatggttgttcacttgd’
RM223 5'gagtgagcttgggctgaaac3d’ 5'gaaggcaagtcttggcactg3’
RM556 5’actcaaacctcactgcacc3’ 5’tagcacactgaacagctggc3’

Fontes: Chen et al., 1997; Temnykh et al.,2001.

3.2.5. Coloragao com nitrato de prata

A placa contendo o gel foi imersa em uma solugao de acido acético 10% e
incubada no minimo durante 30min, em temperatura ambiente, para fixagao dos
fragmentos. Apds, a placa foi lavada 3 vezes com 1L de agua destilada durante
2min, e a coloragao foi executada através de imersao da placa com o gel em uma
solucdo de nitrato de prata (6mM de AgNO; e 0,055% de formaldeido) durante
30min, sob agitagcdo moderada, em temperatura ambiente. Apds, lavagem durante
25s com 2L de agua destilada a coloragao foi revelada através de imersédo da

placa com o gel em uma solugdo (x10°C) de carbonato de sddio (0,28M de



46

Na,COgs; 0,055% de formaldeido e 1,2uM de tiosulfato de sdodio), e agitada
ligeiramente até o aparecimento dos produtos da amplificacdo. A reagao foi
interrompida através da adi¢ao de 2L de acido acético 10% para a paralisagao da
reacdo e o gel foi fotografado através do sistema de fotodocumentagao

computadorizado EDAS 120 (Kodak).

3.2.6. Teste de viruléncia

Foram inoculados 10 diferentes isolados de M. grisea, representativos das
linhagens do patégeno que ocorrem no Rio Grande do Sul (Maciel et al., 2001)
em cultivares e linhas avancadas do programa de melhoramento genético do
IRGA.

Para a producdo de inéculo, os isolados foram repicados para placas de
Petri com meio de farinha de arroz e crescidos por 12-14 dias a 28°C sob 12h de
luz. Apds esse periodo, o micélio superficial foi removido com auxilio de um pincel
e as colbnias lavadas com agua destilada. As placas foram cobertas com um filme
plastico transparente perfurado e mantidas nas mesmas condi¢des por 4-6 dias a
fim de estimular a esporulagao.

A semeadura foi realizada em vasos plasticos (D=8cm) a fim de obter-se 10
plantas por vaso. As plantas receberam aplicagao de nitrogénio na forma amidica,
aplicada em trés doses iguais: 1) na semeadura; 2) uma semana apos; 3) um dia
antes da inoculagao, em quantidades equivalentes a 150kg de N por ha.

A inoculagao foi realizada quando as plantas atingiram o estadio de 3-4
folnas (+21dias) com uma suspensdo de 1,8x10° conidios.mL™. Utilizaram-se

20mL dessa suspensdo em cada repeticdo, sendo feitas 2 repeticbes para cada
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cultivar. As plantas foram entao incubadas em caixas plasticas sob alta umidade e
mantidas em camara de crescimento sob um fotoperiodo de 12h de luz a 26°C. As
reacdes das cultivares aos isolados foram avaliadas 14 dias apds a inoculagao,

utilizando-se a escala diagramatica com notas de 0-5 descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Escala de avaliagdo de brusone e sua conversao para tipos de reacgao.

Nota Sintomatologia Reacgao

Sem sintomas

0 Resistente
Pequenas lesbes marrons, com tamanho de 0,5mm de .
. Resistente
didmetro

Pequenas lesbes de cor marrom, entre 0,5-1mm de .
2 . . _ Resistente
diametro, necroticas, sem centro esporulativo

Pequenas lesbes arredondadas entre 1-3mm de diametro, ]
3 . Suscetivel
com centro cinzento, borda marrom

Lesdes tipicas de suscetibilidade a brusone de 3mm, com ]
4 . B Suscetivel
centro cinzento e com pouca ou hehuma lesao coalescente

Lesbes tipicas de suscetibilidade a brusone de 3mm, com .
o : , Suscetivel
centro cinzento e com uma ou mais folhas mortas pela

coalescéncia das lesbes

Fonte: Mackill & Bonman, 1992.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Analise molecular e teste de viruléncia

3.3.1.1. Gene de resisténcia Pi-1

A analise molecular de RM254, em 104 cultivares de arroz, apresenta 7
perfis eletroforéticos distintos (Figura 1). Trinta cultivares apresentam o mesmo
perfil eletroforético da NIL C104LAC (169pb), sugerindo a presenca deste alelo do
RM254 nestas cultivares (Apéndice 1). A NIL C101LAC, que contém os genes Pi-
1 e Pi-11, também apresenta o mesmo perfil eletroforético da NIL C104LAC que
também contém o gene Pi-1 (Figura 1). Esta eficiéncia de agrupamento das duas
NILs se deve provavelmente a distancia genética de 0,3cM (mapa de consenso)

que o marcador RM254 se encontra do gene de resisténcia Pi-1 (Tabela 3).

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10

169pb [ . 1

Figura 1. Perfis eletroforéticos do produto da amplificagdo por PCR de RM254 do
DNA gendmico de 10 cultivares de arroz. 1. NIL C104LAC (Pi-1); 2.
C101LAC (Pi-1 e Pi-11); 3. 368060-M (Guatemala); 4. Javaé; 5. IR 60;
6. CT 9155-2-3-1-2-M-1-1P; 7. IRGA 1571-17-1F-1-2-1; 8. Dawn; 9.
IRGA 1598-7-2F-1-3-2 e 10. Zenith. Os fragmentos foram separados
por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (6%).



49

Tabela 3. Caracteristicas dos marcadores microssatélites e suas posicdbes cromossomais nos mapas genéticos de consenso e

IR64/Azucena.
Posicao Posicao Posicdo

Marcadores C ¢ ¢ cromossomal Tipo de repeticao do a

: > romossomos cromossomal  cromossomal . ; i Referéncias
Microssatélites (cM) * (cM) ** (cM)* dos genes microssatélite

de resisténcia

RM254 11 123,2 110 122,9 (Pi-1) (TC)sATT(CT)11 Chen et al., 1997
RM206 11 106,2 102,9 122,9 (Pi-1) (CT)21 Chen et al., 1997
RM473E 11 i 95,6 122,9 (Pi-1) (TCTA)14 Temnykh et al., 2001
RM210 8 75,5 90,3 71,8 (Pi-11) (CT)zs Chen et al., 1997
RM223 8 64,4 80,5 71,8 (Pi-11) (CT)2s Chen et al., 1997
RM556 8 e 90,3 71,8 (Pi-11) (CCAG)s Temnykh et al., 2001

* Distancias genéticas no mapa genético de consenso.
**Distancias genéticas no mapa genético IR64/Azucena.
*** Nao estdo mapeados
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Outros dois marcadores microssatélites, RM206 e RM473E, com
localizagdo cromossomal no mapa genético IR64/Azucena de 102,9cM e 95,6¢cM,
respectivamente (Tabela 3), foram utilizados para obter uma melhor eficiéncia de
selecao de cultivares que contém o gene de resisténcia Pi-1. A amplificacdo com
RM206 revela 12 perfis eletroforéticos distintos (Figura 2). Oito cultivares
apresentam o mesmo perfil eletroforético da NIL C104LAC (168pb), sendo que
destas, 5 também foram selecionadas com o marcador RM254 (Apéndice 1). A
analise com RM473E, apresenta 9 perfis eletroforéticos distintos (Figura 3).
Apenas 3 cultivares apresentam o mesmo perfil eletroforético da NIL C104LAC
(134pb). Estas cultivares também foram selecionadas com o marcador RM254

(Apéndice 1).

12345678 910111213

168pb

Figura 2. Perfis eletroforéticos do produto da amplificagdo por PCR de RM206 do
DNA gendmico de 13 cultivares de arroz. 1. NIL C104LAC (Pi-1); 2. Irga
369-31-2-3F-A1-1; 3.C101LAC (Pi-1 e Pi-11); 4. 368060-M
(Guatemala); 5. CT9895-5-3-M-4-1P; 6. Irga 653-7-3-F-1; 7. Irga 976-2-
3-1F-3-2; 8. Javaé; 9.Cuiabana; 10. IAC 25; 11. Japonés Pragana; 12.
CT6742-10-10-1-M-M-M; 13. Rio Paraguaio. Os fragmentos foram
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (6%).
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12 3456 78 910

o
134pb - -

Figura 3. Perfis eletroforéticos do produto da amplificacdo por PCR de RM473E
do DNA gendmico de 10 cultivares de arroz. 1. NIL C104LAC (Pi-1); 2.
NIL 21; 3. NIL C101LAC (Pi-1 e Pi-11); 4. Irga 1832-5-5C-MF-2-2; 5.
CT6742-10-10-1-M-M-M; 6. NP 125; 7. Shao Thiao Tsao; 8. Mars; 9.
Rio Paraguaio; 10. ITA 324. Os fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (6%).

Os marcadores RM206 e RM473E nao agrupam a NIL C101LAC, que
contém os genes Pi-1 e Pi-11 (Figuras 2 e 3), provavelmente devido a distancia
genética que estes marcadores se encontram do gene Pi-1. O marcador RM206
esta localizado a uma distancia genética, no mapa de consenso, de 16,7cM do
gene Pi-1, enquanto que para RM473E nao ha informagao da distancia que ele se
encontra do gene Pi-1, pois nao esta mapeado no mapa de consenso (Tabela 3).

Devido a este fato, foram submetidas ao teste de viruléncia 24 cultivares
que apresentam o mesmo perfil eletroforético da NIL C104LAC, apds a
amplificacdo com o marcador RM254.

O teste de viruléncia indica que os isolados 166 e 175 sdo os unicos

incompativeis com a NIL C104LAC, que contém o gene Pi-1 (Tabela 4).
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Tabela 4. Reacdo a brusone de 24 cultivares e linhas avangadas de arroz, que
apresentam o mesmo perfil eletroforético da NIL C104LAC (Pi-1),
quando submetidas a inoculacdo com 10 diferentes isolados de

Magnaporthe grisea.

Cultivares

(o]
o

6

1

B34

Isolados
90.2 98.2 98.1

9

—_

-
(@]
(o))

—
~
o

N
o
N

NIL C104 LAC

NIL C101LAC

Fanny *

Icta Quirigua

Irga 370-38-1-2-1F-2D
Irga 421

IAC 25
CT10471-5-51-51-11-31-Ml
368060-M (Guatemala)
IR 60

Cuiabana

Irga 653-7-3-F-1

Epagri 107

BG 1639

Epagri 106
CT9145-4-21-5P-1-MI-F8
Irga 417

AY 223

CT 12376-22-1P-M-3
Irga 1572-2-2-2-4-3

Irga 976-2-3-1F-3-2

CT 9895-5-3-M-4-1P

CT 12572-4-M-3

Metica 1

Irga 318-11-6-8-2-A1-2
CT9145-4-21-5P-1-MI-F8
NIL C 101 A 51

A X0V XV XV XV XV OV XV XV XNV OV XUV XUV XUV X0V UV W XV O OOV O IO OO AOOG

6.
S
R
S
R
R
S
S
R
R
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

w

A X0 XV XV XV XV XXV XUV XNV XV XNV XUV XNV XV XV XNV OV XUV XUV OV O O XUV X0 NV X

S

A X0 XV XV XV XV XXV XUV XNV XNV XNV XUV OV XV XUV OV W XV XUV OV OO IO O ND

S

A X0 X0V XUV XV XV XXV XUV XNV XV XNV XUV XV XUV XUV OV OV XV XUV OO O OO0 ND

S

A X0 XV XV XV XV XXV XUV XNV XNV XNV XUV XV XUV XUV OV O XV XUV OV OO OO N D

Al X XNV XV XV XV XNV XV XV XV XV XV XV XV XV XV XUV XV XUV XUV WVWW OO O IO ON|S

A X0 X0V OV W IO ®® XV XV XNV OV XV XNV XNV X0V XUV OV XUV OV OV VWO IO N O AD

A X0V XV XV XV XV OV XUV XV XNV OV XUV XNV XUV WXV OV XUV XUV OV MW XUV O 0 O O XD

A X0V X0V XV XV XV OV XUV XV XNV OV XUV XNV XV XUV UV W XUV XUV OV O OO0 N AOOL

R: Reacao de resisténcia

S: Reacao de suscetibilidade
*: controle positivo da inoculagéo
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Entre as cultivares selecionadas pelo marcador RM254, 19 sao resistentes
a estes 2 isolados, sendo que 4 cultivares sao resistentes a um dos isolados e
apenas 1 cultivar é suscetivel a ambos (Tabela 4). A explicagdo mais provavel
para estes casos de suscetibilidade é a ocorréncia de recombinagdo entre o
marcador e o gene. A cultivar Cuiabana provavelmente contém o gene Pi-1, pois
teve comportamento igual a NIL C104LAC, com excecao dos isolados B34 e 96.1
(Tabela 4). Os demais isolados sao compativeis com a NIL C104LAC e
incompativeis com a NIL C101LAC. Verifica-se que, com exceg¢ao das cultivares
IRGA 421, IAC 25 e Cuiabana, as demais cultivares sao resistentes a todos estes
isolados (Tabela 4). E possivel que esta resisténcia seja devido a outros genes de
resisténcia, distintos de Pi-1. Os isolados 180, 90.2, 98.2, 96.1 e 102 (Tabela 4)
sdo 0s mesmos isolados inoculados na NIL IR1529, que contém o gene de
resisténcia Pi-11. Estes isolados sao incompativeis com a NIL IR1529 (Tabela 5).
Isto sugere que a resisténcia das cultivares a estes isolados pode ser devido ao

gene de resisténcia Pi-11.

3.3.1.2. Gene de resisténcia Pi-11

A analise molecular de RM210, de 104 cultivares de arroz, apresenta 7
perfis eletroforéticos distintos (Figura 4). Nove cultivares apresentam o mesmo
perfil eletroforético da NIL IR1529 (160pb) (Apéndice 2).Também utilizou-se os
marcadores microssatélites RM223 e RM556 (Tabela 3), para se obter uma
melhor selecdo do gene de resisténcia Pi-11. Os marcadores RM210 e RM223
estdo a uma distancia genética do gene Pi-11, no mapa de consenso, de 3,7cM e

7,4cM, respectivamente. O marcador RM556 nao esta mapeado no mapa de
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consenso (Tabela 3). A analise com o marcador RM223, apresenta 8 perfis
eletroforéticos distintos (Figura 5). Oito cultivares apresentam o mesmo perfil
eletroforético da NIL IR1529 (229pb) sendo que 3 cultivares também foram
selecionadas com o marcador RM210 (Apéndice 2). Quando utiliza-se o marcador
RM556, verificam-se 3 perfis eletroforéticos distintos (Figura 6). O perfil
eletroforético de 55 cultivares é igual ao da NIL IR1529 (121pb), sendo que 8
cultivares também foram selecionadas com o RM223, 2 com o RM210 e 3

cultivares foram iguais com todos os marcadores (Apéndice 2).

12 345 6 78 910 11 12

Figura 4. Perfis eletroforéticos do produto da amplificagdo por PCR de RM210 do
DNA de 12 cultivares de arroz. 1. IR1529 (Pi-11); 2. Hanfeng; 3.
Embrapa 6. (Chui); 4. Nipponbare; 5. CT 9841-5-2-1P-2I-M; 6. Epagri
107; 7. CT 9895-5-3-M-4-1P; 8. Irga 418; 9. Drew; 10. Irga 653-7-3-F-1;
11. Cuiabana; 12. Mars. Os fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (6%).
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12 3 4 56 7 8 910

229pb

Figura 5. Perfis eletroforéticos do produto da amplificagdo por PCR de RM223 do
DNA gendbmico de 10 cultivares de arroz. 1. IR1529 (Pi-11); 2.
CT10471-5-51-11-31-MI-6P; 3. Irga 1598-3-2F-1-3-1; 4. Irga 1598-7-2F-1-
3-2; 5. Irga 1832-7-2C-1-MF-2-1; 6. IR 36; 7. IAC 25; 8. lacuba 20; 9. IR
60; 10. Dawn. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel
de poliacrilamida desnaturante (6%).

12 3 45 67 8

121pb

Figura 6. Perfis eletroforéticos do produto da amplificagdo por PCR de RM556 do
DNA genbmico de 8 cultivares de arroz. 1. IR1529 (Pi-11); 2. NIL 10; 3.
NIL 1; 4. Bertone; 5. NP 125; 6. CT6742-10-10-1-M-M-M; 7. CT6741-
F2-CA-22; 8. Cypress. Os fragmentos foram separados por eletroforese
em gel de poliacrilamida desnaturante (6%).
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Uma vez que o marcador RM210 € o que se encontra a uma distancia
genética menor do gene de resisténcia Pi-11, entre os marcadores utilizados,
foram submetidas ao teste de viruléncia 5 cultivares que apresentam o mesmo
perfil eletroforético da NIL IR1529 apds a amplificagcdo com este marcador.

O teste de viruléncia revela que apenas os isolados 166 e 237 sao
compativeis com a NIL IR1529 (Tabela 5). Apenas a cultivar ITA 418 é resistente
a maioria dos isolados e, provavelmente, esta resisténcia se deve ao gene de
resisténcia Pi-11, pois apresenta o mesmo comportamento que a NIL IR1529,
com excecgao do isolado 179 (Tabela 5).0 marcador RM210 teve baixa eficiéncia
para selecionar cultivares que contém o gene de resisténcia Pi-11, provavelmente
devido a distancia genética que se encontra do gene (3,7cM), podendo ter
ocorrido, recombinagao entre o marcador e 0 gene de resisténcia.

Tabela 5. Reacido a brusone de 5 cultivares e linhas avangadas de arroz, que

apresentam o mesmo perfil eletroforético da NIL IR1529 (Pi-11),
submetidas a inoculagdo com 10 diferentes isolados de Magnaporthe

grisea.
Cultivares Isolados
179 96.1 180 102 166 237 90.2 104 98.2 169

NIL IR1529 R R R R S S R R R R
Fanny* S S S S S S S S S S
Hibrido MH - 2003 S R S S S S S S S S
Irga 421 S S S S S S S S R S
Ita 418 S R R R S S R R R R
CT 12475-10-M-4 S S S S S S S S S S
Amistad 82 S S S S S S S S S S

R: Reacgao de resisténcia
S: Reacgao de suscetibilidade
*: controle positivo da inoculagéao
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Estudos para selecionar marcadores microssatélites mais eficientes para a
identificacdo dos genes de resisténcia Pi-1 e Pi-11 devem ser realizados. Com a
disponibilidade de mapas moleculares de alta resolugdo, a probabilidade de
encontrar marcadores microssatélites mais proximos a genes de interesse tem
aumentado (Mew et al., 1994).

Varios trabalhos relatam as vantagens da utilizacdo de marcadores
microssatélites na investigagao genética e no melhoramento assistido. Yang et al.
(1994), utilizaram marcadores microssatélites para demonstrar que niveis de
diversidade alélica na colecédo de variedades tradicionais, foram maiores que nas
colegcdes de cultivares oriundas de programas de melhoramento do arroz.
Olufowote et al. (1997), demonstraram que o grupo selecionado com marcadores
microssatélites pode ser utilizado para diferenciar variedades, e que estes
marcadores foram uteis na identificacdo de frequéncias alélicas em uma mistura
complexa de linhas puras que foram caracteristicas de diversas variedades
tradicionais. Blair & McCouch (1997), demonstraram o uso de marcadores
microssatélites para construcdo de mapas de alta resolugéo e para a selegao de
NILs para clonagem posicional de genes. Varios grupos tém utilizado marcadores
microssatélites para implementar a selegdo assistida por marcadores em
programas de melhoramento. Li et al. (2000), utilizaram o marcador microssatélite
RM262, que esta proximo do gene de resisténcia a brusone Pi-d, para identificar
cultivares contendo este gene em uma populagdo segregante F2. Os resultados
indicaram uma eficiéncia de 98% na identificacdo de cultivares resistentes,
podendo ser utilizado na selec¢ao assistida e no melhoramento de novas cultivares

com resisténcia a brusone.
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Para melhor caracterizagdo da afinidade espacial entre microssatélites e
genes de interesse, foi investigada a distribuicdo de marcadores microssatélites
em sequéncias abertas de leitura (ORFs), regides 3’ e 5’ nao traduzidas (UTRs),
introns e regides intergénicas (Temnykh et al., 2001). Observou-se que ao redor
de 80% de repeticbes de trinucleotideos ricos em GC ocorrem em éxons,
enquanto marcadores microssatélites trinucleotideos ricos em AT foram
distribuidos em todos os 4 dominios genémicos. Marcadores microssatélites poli-
dinucleotideos e poli-tretranucleotideos foram predominantemente situados em
regides nao codificantes, preferencialmente em regides intergénicas e raramente
em introns (Temnykh et al., 2001).

Estes dados ajudam a entender porque alguns marcadores microssatélites
utilizados neste trabalho apresentaram baixa eficiéncia para identificar os genes
de resisténcia. Além da possibilidade de recombinagao entre marcador e o gene,
outra explicagcdo surge de caracteristicas intrinsecas dos marcadores
microssatélites. O tipo de repeticao, geralmente o dinucleotido CT, presente em
cada microssatélite (Tabela 3), é caracteristico de marcadores microssatélites
presentes em regides intergénicas. Estas regides normalmente apresentam
maior instabilidade genética do que as regides codificantes em fungéo do acumulo
de mutagdes. Alteragbes genéticas em microssatélites localizados nestas regides,
tais como adigdes ou delecdes de repeticbes, normalmente sao toleradas pelo
individuo. Portanto, estas alteracbes podem ocorrer em freqléncias distintas,
independentemente, de alteragoes em alelos de genes de resisténcia.

Os marcadores microssatélites identificados neste trabalho serdo utilizados

na identificagdo de genes em uma populagdo segregante F2, resultante de
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cruzamento entre cultivares que contém os genes de resisténcia, para verificar a
eficiéncia de identificacdo de individuos homozigotos resistentes. Apds estes
resultados, poder-se-ia avaliar melhor a eficiéncia dos marcadores microssatélites

na selecao assistida em programas de melhoramento genético de arroz.



4. CONCLUSOES

O marcador RG 64 ¢é eficiente para identificar cultivares de arroz que
contém o gene de resisténcia Pi-2.

O marcador microssatélite RM254 é eficiente para identificar cultivares de
arroz que contém o gene de resisténcia Pi-1.

O marcador RM210 ndo é eficiente para identificar cultivares de arroz que
contém o gene de resisténcia Pi-11.

Os demais marcadores microssatélites ndo séo eficientes para agrupar as
cultivares que apresentam o mesmo perfil eletroforético das NILs.

Marcadores moleculares podem auxiliar o desenvolvimento de cultivares

resistentes a brusone em programas de melhoramento.
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Apéndice 1. Cultivares e linhas avangadas de arroz que apresentam o mesmo
perfil eletroforético da NIL C104LAC apds a amplificacdo com os
marcadores microssatélites RM254, RM206 e RM473E.

Cultivares

RM254 RM206 RM473E

368060-M(Guatemala)
Agulha Bico Torto

Alan

Amistad 82

AY 223

Bertone

BG 1639

Blue Belle

BR Irga 409

Canastra

Capi-93
CT10471-5-51-11-3I-MI-6P
CT10556-CA-11-M-M
CT10588-CA-1-M
CT12245-26-2-4P-1P
CT12249-2-26-2-M
CT12376-22-1P-M-3
CT12475-10-M-4
CT12572-4-M-3
CT6741-F2-CA-22
CT6742-10-10-1-M-M-M
CT8248-1-12-1P-M-5P
CT9145-4-21-5P-1-MI-F8-3P
CT9841-5-2-1P-21-2I-M
CT9895-5-3-M-4-1P
Cuiabana

Cypress

Dawn

Drew

EEA 404

EEA 405

EEA 406

El Pazo 144

El Pazo 227

Embrapa 6 Chui
Epagri 106

X

x
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Apéndice 1. Cultivares e linhas avangadas de arroz que apresentam o mesmo
perfil eletroforético da NIL C104LAC apds a amplificacdo com os
marcadores microssatélites RM254, RM206 e RM473E.

Cultivares

RM254 RM206 RM473E

Epagri 107

Epagri 108

Epagri 109

Hibrido MH-2003

IAC 25

lacuba 20

Icta Quirigua

IR36

IR56

IR60

Irga 11347-1-4-1-4
Irga 1555-24-1-2-2
Irga 1565-47-1F-1-8-3
Irga 1572-11-1F-1-4-4
Irga 1572-2-2-4-3

Irga 1572-2-2-4-3

Irga 1572-4-1-5-3-A
Irga 1573-4-CA-5

Irga 1581-8-5-1-2

Irga 1598-3-2F-1-3-1
Irga 1598-7-2F-1-3-2
Irga 1732-1T-MF-2-4
Irga 1832-5-5C-MF-2-2
Irga 1832-7-2C-1MF-2-1

Irga 1841-2-12C-3-MF-2-2

Irga 2003-2-8C-MF-4-3
Irga 318-11-6-8-2-A1-2
Irga 369-31-2-3F-A1-1

Irga 370-38-1-2-1F-2D
Irga 408

Irga 416 (Precoce)

Irga 417

Irga 418

Irga 419

Irga 421

X X
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Continuacao

Apéndice 1. Cultivares e linhas avangadas de arroz que apresentam o mesmo
perfil eletroforético da NIL C104LAC apds a amplificacdo com os
marcadores microssatélites RM254, RM206 e RM473E.

Cultivares RM254 RM206 RM473E

Irga 440-22-3-6-2F-2
Irga 440-22-4-2-2F-1-C
Irga 440-49-2-2-5

Irga 653-3-13-1A

Irga 653-7-3-F-1

Irga 976-2-3-1F-3-2 X
Irga1074-8-4-1F-1-1

Ita 324

Ita 418

Japonés Pragana

Javaé X
Jodon
Koshihikari

Mars

Metica 1

Molo

NIL C101A51
NIL C101LAC
NIL C101PKT
NIL C104LAC
NIL C104PKT
NIL C105TTP
NIL F124-1

NIL F128-1

NIL IR1529

NIL F98-7

NP 125

Oryzica Llanos 5
Perla

Rio Paraguaio
SC 126

Shao Thiao Tsao
Zenith CNA 4576 X

X X

x

X X X X X X
x
X X X X

x
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Apéndice 2. Cultivares e linhas avangadas de arroz que apresentam o mesmo
perfil eletroforético da NIL IR1529 apdés a amplificacdo com os
marcadores microssatélites RM210, RM223 e RM556.

Cultivares RM210 RM223 RM556
368060-M(Guatemala) X
Agulha Bico Torto
Alan
Amistad 82 X X X
AY 223
Bertone
BG 1639 X
Blue Belle
BR Irga 409 X
Canastra
Capi-93 X
CT10471-5-51-11-31-MI-6P X X

CT10556-CA-11-M-M
CT10588-CA-1-M
CT12245-26-2-4P-1P
CT12249-2-26-2-M
CT12376-22-1P-M-3
CT12475-10-M-4 X X
CT12572-4-M-3
CT6741-F2-CA-22
CT6742-10-10-1-M-M-M
CT8248-1-12-1P-M-5P
CT9145-4-21-5P-1-MI-F8-3P
CT9841-5-2-1P-2|-21-M X
CT9895-5-3-M-4-1P

Cuiabana X
Cypress

Dawn

Drew

EEA 404

EEA 405

EEA 406

El Pazo 144

El Pazo 227

Embrapa 6 Chui

Epagri 106

Epagri 107

x
X X X X X

X X
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Continuacao

Apéndice 2. Cultivares e linhas avangadas de arroz que apresentam o mesmo
perfil eletroforético da NIL IR1529 apdés a amplificacdo com os
marcadores microssatélites RM210, RM223 e RM556.

Cultivares RM210 RM223 RM556

Epagri 108

Epagri 109

Hibrido MH-2003 X

IAC 25

lacuba 20 X
Icta Quirigua

IR36

IR56 X
IR60

Irga 11347-1-4-1-4

Irga 1555-24-1-2-2

Irga 1565-47-1F-1-8-3

Irga 1572-11-1F-1-4-4

Irga 1572-2-2-4-3

Irga 1572-2-2-4-3

Irga 1572-4-1-5-3-A X
Irga 1573-4-CA-5 X
Irga 1581-8-5-1-2

Irga 1598-3-2F-1-3-1

Irga 1598-7-2F-1-3-2

Irga 1732-1T-MF-2-4

Irga 1832-5-5C-MF-2-2
Irga 1832-7-2C-1MF-2-1
Irga 1841-2-12C-3-MF-2-2
Irga 2003-2-8C-MF-4-3
Irga 318-11-6-8-2-A1-2
Irga 369-31-2-3F-A1-1
Irga 370-38-1-2-1F-2D
Irga 408

Irga 416 (Precoce)

Irga 417

Irga 418 X
Irga 419

Irga 421 X X
Irga 440-22-3-6-2F-2

X X

x X X X X X X X X

X X X X X X x

xX X
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Continuacao

Apéndice 2. Cultivares e linhas avangadas de arroz que apresentam o mesmo
perfil eletroforético da NIL IR1529 apdés a amplificacdo com os
marcadores microssatélites RM210, RM223 e RM556.

Cultivares RM210 RM223 RM556

Irga 440-22-4-2-2F-1-C X
Irga 440-49-2-2-5
Irga 653-3-13-1A
Irga 653-7-3-F-1 X
Irga 976-2-3-1F-3-2
Irga1074-8-4-1F-1-1
Ita 324 X
Ita 418 X X X
Japonés Pragana

Javaé X
Jodon

Koshihikari

Mars

Metica 1

Molo

NIL C101A51 X
NIL C101LAC

NIL C101PKT

NIL C104LAC X
NIL C104PKT

NIL C105TTP

NIL F124-1

NIL F128-1 X
NIL F98-7
NIL IR1529 X X X
NP 125

Oryzica Llanos 5 X
Perla X X
Rio Paraguaio

SC 126 X
Shao Thiao Tsao

Zenith CNA 4576 X

x

x

x

X X X X

x
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