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Desenvolvimento de iniciadores para deteccao e diferenciacao de
Magnaporthe oryzae em sementes de arroz
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O arroz (Oryza sativa) é plantado e consumido em diversos paises do mundo devido seu alto teor nutricional. Segundo o
Ministério da agricultura Pecuéria e abastecimento, em 2013 o cereal contribuiu com aproximadamente 6.593,0 milhdes
para o PIB. No entanto, a produtividade da cultura ainda é considerada limitada por diversos fatores, como alteracdoes
climaticas, pragas e doencas. A principal doenca de arroz é a brusone, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae,
responsavel por causar prejuizos em cerca de 85 paises. A doenca provoca sintomas nas folhas, com o aparecimento

de pequenas lesdes necrdticas de coloracao marrom, que evoluem, tornando-se com o centro cinza ou esbranquicado,

e em seguida pode provocar a queda das folhas ou mesmo a morte da planta inteira. Na fase de maturacao também
podem manifestar os sintomas em nés e entrends do caule, e causar a “quebra do pescoco”, bloqueando a passagem
da seiva. Se a planta for infectada antes da fase leitosa do grédo pode ocorrer morte da panicula. Todavia, a doenca
infecta todos os estadios vegetativos. Com isso um método rapido e sensivel de deteccdao do agente causal de Brusone
rapido e sensivel se faz necessario para rastrear e testar a sanidade de lotes de sementes de arroz, auxiliando na tomada
de decisao quanto ao destino (plantio, consumo ou descarte) e devidos controle e tratamentos a serem realizados

para garantir a sanidade da lavoura, evitando a introducédo da doenca em novas areas de cultivo, a reducao do uso de
defensivos quimicos e por consequéncia, a reducao também nos custos de implantacao e conducao da cultura de arroz.
Adicionalmente, permite que cultivares alcancem seu potencial produtivo, promovendo sua durabilidade da resisténcia
genética. Portanto, esse trabalho teve como objetivo desenvolver um método de deteccdo do agente causal de brusone
em arroz a nivel molecular, por meio de amplificacdo de regides especificas do DNA da espécie M. oryzae. No laboratério
de andlise molecular da Embrapa Arroz e Feijao, foi conduzido um experimento com patégenos de arroz, iniciado por um
processo de extracao de DNA via protocolo Doyle e Doyle, adaptado para fungos. O material foi quantificado e diluido

a concentracao de 50ngML. Regides especificas do fungo foram obtidas e comparadas no Genbank, e a sequéncia
utilizada para manipulacado dos primers foi a do gene Mif23, responséavel pela formacao do apressério e penetracdo do
fungo. Foram manipulados 6 pares de primers (foward e reverse) para PCR (Reacao Polimerase em Cadeia). Os primers
foram testados com o kit Master mix (QIAGEN), de acordo com as quantidades e temperaturas de reacao estabelecidas
pelo fabricante. Em seguida, foi feita uma eletroforese em gel de agarose verificando a ligagcao dos primers. Foi

realizada também a extracdao do DNA de Pyricularia grisea, Sarocladium Oryzae, Trichoderma asperellum e Fusarium
oxysporum, conforme metodologia citada anteriormente. O DNA das outras espécies foi testado com os mesmos
primers fabricados para deteccado de M. oryzae, e também submetidos a eletroforese em gel. No primeiro teste realizado
com os seis pares de primers, manipulados para M. oryzae foi possivel visualizar a amplificacdao do material desejado

por meio da eletroforese em gel de agarose 1,5%. No teste de especificidade, no qual o DNA dos demais patégenos
foram submetidos as mesmas condicdes de PCR, somente as bandas de DNA de M. oryzae amplificaram, comprovando
a especificidade do material. Por meio da técnica de amplificacdo exponencial PCR, que se baseia no processo de
replicacao, é possivel aumentar a quantidade do DNA desejado, e com isso, facilitar o diagndstico mais preciso dos
agentes patogénicos. As espécies utilizadas foram de culturas e espécies distintas e permitiram assegurar a confiabilidade
dos primers desenvolvidos a partir do gene especifico Mif23, quando submetidos as mesmas condicées de amplificacao e
comparados entre si. Os iniciadores concebidos neste experimento estdo sendo aplicados na obtencéao e disponibilizacao
de um kit de deteccao preciso e rapido para Magnaporthe oryzae com base em LAMP (“Loop Mediated Isothermal
Amplification) e conjuntamente com outras espécies fitopatogénicas ao arroz por meio de PCR multiplex.
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