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INTRODUCAO

O arroz, Oryza sativa, alimenta hoje cerca de trés bilhdes de pessoas, ou metade da populagao
global e fornece 20% de calorias e 13% de proteinas consumidas no mundo (FAO, 2004). A populagado
consumidora de arroz continua crescendo tendo em vista principalmente o aumento da populagdo nos
paises asiaticos e africanos. De acordo com as estimativas de Khush e Jena (2008), a produgao desse
cereal deve aumentar em 30% até 2030. Para enfrentarmos esse desafio necessitamos de um potencial
produtivo maior e mais estavel. Apesar do potencial de produgdo ser de 10 toneladas/ha, a produgdo
média mundial tem sido 5 toneladas/ha. Essa lacuna entre o potencial produtivo e a produgdo real deve-
se aos estresses bidticos e abidticos que atingem as lavouras de arroz. Entre os estresses bidticos que
ameagam a producdo de arroz destaca-se a brusone (KHUSH, JENA, 2008), doenga causada pelo
ascomiceto Magnaporthe oryzae.

A BRUSONE NO MUNDO

A brusone ocorre em todas as areas produtoras de arroz e os danos causados por ela chegam em
até¢ 100%, dependendo da cultivar utilizada, da época de plantio e das condigdes climaticas (PRABHU et
al., 2002). Na China, durante os ultimos 30 anos ocorreram trés epidemias causadas pela brusone
provocando perdas na casa de milhdes de toneladas de arroz. Entre 1982-85 a média da area afetada com
brusone foi de 3,8 milhdes de ha. Entre 1992-94 a perda foi de aproximadamente 1,1 milhdes de
toneladas (SUN et al., 1999) e entre 2001-05 foi registrado que 5,7 milhdes de ha de campos de arroz
foram afetados com brusone. No Japao, as condi¢des climaticas durante a safra de producao do arroz sao
consideradas altamente propicias para o desenvolvimento e dispersdo da doengca. Mesmo com a
utilizacao de cultivares geneticamente melhoradas a quebra de resisténcia a brusone acontecem com
freqliéncia, e devido a perdas causadas por essa epidemia ja foi necessario a importagdo de quantias
consideraveis de arroz pelo governo japonés. Na Indonésia, planta-se em média 1,1 milhdes de hectares
de arroz aerdbico, e as cultivares melhoradas geneticamente tem mostrado a quebra de resisténcia em
dois ou trés anos de plantio, e as perdas ja chegaram em até 100% (SOBRIZAL, ANGGIANI , 2007). Os
campos de arroz da Corea do Sul e da India também esto sujeitos a perdas consideraveis causadas pela
ocorréncia de brusone.

No Brasil, as primeiras constatagdes de ocorréncia de brusone foram em 1912, no estado de Sao
Paulo, e em 1918 no estado do Rio Grande do Sul. Entre as décadas de 40 e 50 foram divulgados na
Revista Arrozeira com a descri¢ao dos sintomas e medidas empiricas para controle, e logo em seguida,
foram registradas a ocorréncia na Bahia, Pard, Sdo Paulo, Parana ¢ Rio Grande do Sul (PRABHU E
FILIPPI, 2006). Atualmente, distribuicdo das doengas de arroz nas regides produtoras do Brasil varia
conforme as condicdes climaticas. A regido tropical, que responde por 60,90 % da area plantada com
arroz, apresenta temperatura ideal para o rapido desenvolvimento da brusone. Na regido subtropical, que
corresponde a 31,8% da 4rea plantada, essa doenga € menos agressiva, devido as temperaturas amenas
que impedem o rapido desenvolvimento desta epidemia. Contudo, de acordo com progndsticos do Painel
Intergovernamental para Mudangas Climaticas, a regido sul do Brasil devera ter um aquecimento de no
minimo 1° C, suficiente para mudar o cenario, tornando a ocorréncia de brusone uma ameaga a producao
de arroz naquela regido. Apesar de termos conhecimento da ocorréncia da doenga ao longo dos anos, nao
temos registros, a nivel nacional, quanto ao tamanho da area comercial afetada com brusone ao longo
dos anos, ou por regido, ou por perdas em producdo. Recentemente, foi registrada a quebra de resisténcia
em uma cultivar recém langada, j& no primeiro ano de plantio, afetando uma area maior que 5 mil ha
(PRABHU et al., 2008), caracterizando uma epidemia.
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A disponibilidade de cultivares resistentes a brusone ¢ uma demanda eminente para o manejo
integrado dessa doenca. Porém, a variabilidade genética das populagdes do patégeno torna fragil e
instavel a resisténcia das cultivares geneticamente melhoradas.

SINTOMAS E CICLO DA DOENCA

O ciclo da doenca inicia-se com a disseminagdo do indculo primario, pelo vento, agua ou
semente infectada. Os conidios aderem-se superficie a da folha de arroz, germinam, formam o
apressorio, estrutura especializada que perfura a superficie foliar, permitindo a colonizacdo do tecido
foliar. A colonizagdo de um hospedeiro suscetivel leva a uma desorganizacdo do metabolismo celular
que resulta no sintoma tipico da doenca. As lesdes desenvolvidas produzem novos conidio, dando inicio
a um novo ciclo da doenga.

A brusone pode ocorrer na planta do arroz desde o estadio de plantula até a fase de maturacao da
cultura. Os sintomas nas folhas iniciam-se com a formagdo de pequenas lesdes necroticas, de coloracao
marrom, que evoluem, aumentando de tamanho, tornando-se elipticas, com margem marrom e centro
cinza ou esbranquicado. Em condigdes favoraveis, as lesoes coalescem, causando morte das folhas e,
muitas vezes, da planta inteira. Os sintomas nos nos e entrends aparecem, geralmente, na fase de planta
madura. A infec¢do no primeiro nd, abaixo da panicula, ¢ referida como brusone do pescogo. Os
sintomas observados nos entrends sdo comuns somente nas cultivares suscetiveis de arroz de terras altas.
A infeccdo na regido dos nds ¢ freqiientemente encontrada somente em cultivares suscetiveis de arroz
irrigado.

No bindmio M. oryzae- O. sativa a intera¢do entre o patétipo (raga) e a cultivar de arroz ¢
explicada pela teoria gene a gene (FLOR, 1971; SILUE et al., 1992). De acordo com esta teoria, a
resisténcia € o resultado de uma interagdo incompativel entre o gene de aviruléncia do patégeno e o gene
de resisténcia do hospedeiro. O gene de resisténcia na planta, ao ser elicitado desencadeia uma série de
reacdes celulares responsaveis pela defesa, os quais se expressam em tempo necessario para produzir um
fenotipo resistente (RIBEIRO DO VALE et al., 2001). Esse processo resulta na ativagao de fatores de
transcri¢do no nucleo da célula vegetal, com a expressdo subsequente de genes de defesa (GUZZO,
2004). Varios mecanismos de defesa da planta estdo envolvidos na expressio da resisténcia,
compreendidos pela resposta de hipersensibilidade (HR). Essa reagdo caracteriza-se pela morte celular
localizada no sitio de penetragao do patogeno, producdo de oxigénio reativo, fortificagdo da parede
celular, acimulo de calose e lignina, aumento da atividade de enzimas como chalcona, isomerase e
peroxidases, acumulo de compostos antimicrobianos e fitoalexinas, indu¢do de proteinas relacionadas a
patogénese (PR) e a sintese de metabolitos secundarios (SCHENCK et al., 2000; METRAUX, 2007)

CONSTITUICAO DAS POPULACOES DE M. oryzae

A populagdo do patdégeno é composta por individuos que apresentam um padrao de viruléncia,
denominado de ragas fisiologicas ou patotipos. Os patotipos sdo identificados, por convencao, através da
inoculacdo de um isolado, oriundo da populagdo em estudo, em uma série de oito cultivares
diferenciadoras (AKTINS, 1965). A estrutura da populagdo do patogeno refere-se a quantidade de
variagdo genética e fenotipica entre e dentro de subpopulagdes, e ¢ dividida no tempo e no espago,
podendo ser influenciada pela cultivar de origem, pelo local, tamanho da area plantada e isolamento de
campo por cultivar (SILVA et al, 2007). As mudangas em freqliéncia de viruléncia, que resultam em
quebra de resisténcia das cultivares, sdo comuns ¢ largamente reconhecidas. Portanto, conhecer a
freqliéncia de patdtipos (racas fisiologicas) de uma populagdo de M. oryzae ¢ fundamental na
identificacao de genes de resisténcia a brusone. Para que a resisténcia de uma cultivar seja duravel, esse
genoétipo deve conter genes efetivos contra os patotipos mais freqiientes que compdem a populacao e
também aos patotipos até entdo presentes em uma freqli€éncia muito baixa, consequentemente, torna-se
necessario o conhecimento da composi¢ao genotipica e fenotipica da populagdo do patégeno.

Compreender a variabilidade dos genes de aviruléncia dentro de uma populacao permite prever o
aumento da frequencia de um determinado patdtipo. A caracterizagdo molecular da estrutura da
populagdo de M. oryzae em lavouras de arroz, juntamente com a analise de viruléncia fenotipica, permite



detectar mudangas na freqiliéncia dos genes de aviruléncia, ou marcadores ligados a eles, elegendo assim
os possiveis genes de resisténcia que devem ser incorporados as novas cultivares (KANG, LEE, 2000).

A estrutura genética da populacdo de M. oryzae tem sido estudada utilizando-se marcadores

moleculares, os quais incluem RFLP, RAPD, Rep-PCR ¢ microssatélites. Essas analises demonstraram
que isolados que possuem um padrdo semelhante de regides gendmicas amplificadas compdem
agrupamentos genéticos, os quais podem ser determinados por indices de similaridade (CHADHA,
GOPALAKRISHNA 2005, 2007). Ao se aplicar as técnicas descritas acima, espera-se obter, como
caracteristica unificadora de cada linhagem, um padrio de viruléncia especifico, e assim monitorar a
freqliéncia dos genes de aviruléncia.
Apesar de Levy et al.(1993) terem estabelecido uma relagdao simples entre linhagens (identificadas pelo
marcador MGR 586) e patotipos, estudos posteriores mostraram que héa diversidade de viruléncia entre e
dentro de linhagens (ZEIGLER et al., 1995). A analise de isolados de M. oryzae, coletados na cultivar
Metica-1, utilizando rep-PCR com dois primers (Pot-2), revelou a ocorréncia de seis grupos ou
linhagens, as quais nao mostraram uma relagdo entre a viruléncia dos isolados e o agrupamento genético
(FILIPPI et al., 2002). Esses resultados indicam que a variabilidade destas populagdes, no que diz
respeito a patogenicidade, ndo ¢ devidamente monitorada ao se adotar os marcadores até entdo
disponiveis. Mesmo assim, uma analise da estrutura génica, de uma populacdo de M. oryzae, utilizando-
se o marcador MGR 586, mostrou que os isolados de CICA 8 e Metica-1 pertencem a duas linhagens
distintas, BZ-A e BZ-19, respectivamente, indicando alta especializagdo dos isolados as cultivares
suscetiveis no campo (FILIPPI et al., 1999), e que em situacdes como essa, a sonda MGR 586 permitiu
agrupamentos altamente relacionados com a patogenicidade.

O genoma de M. oryzae ¢ relativamente pequeno, variando de 40 a 50 Megabases, distribuidos
em sete cromossomos ¢ encontra-se totalmente seqiienciado (DEAN et al., 2005). Assim foram
disponibilizadas novas fontes de marcadores microssatélites para serem usadas na constru¢do de mapas
genéticos. Adreit et al.(2007), utilizaram 18 microssatélites para estudos de populagdo de M. grisea, os
quais revelaram de 2 a 19 alelos por locus, mostrando grande polimorfismo entre as populacdes,
variando tanto no nimero quanto na freqiiéncia dos alelos detectados. Brondani et al. (2000) e Garrido
(2001) desenvolveram marcadores moleculares baseados na amplificagdo de regides microssatélites de
M. oryzae do arroz. De acordo com os autores, o polimorfismo gerado pelos marcadores microssatélites
foi mais elucidativo do que os que foram baseados nas seqiiéncias MGR 586 e Pot-2. Nesse sentido,
outros autores também tém relacionado os marcadores microssatélites como uma alternativa bastante
eficiente para caracterizar a variabilidade de M. oryzae (KAYE et al., 2003; LIM et al., 2004; CHADA
et al., 2005). Considera-se, ainda, que a importancia dos marcadores microssatélites se deve a sua
natureza multialélica, transmissdo codominante, facil deteccdo por PCR, relativa abundancia, extensiva
cobertura do genoma e necessidade minima de DNA para realizacdo da analise genética (GARRIDO,
2001; ZANE et al., 2002), além de ja ter sido demonstrado que, quando comparado com outras oito
espécies de fungos taxonomicamente diferentes, o genoma de M. oryzae foi um dos mais abundantes em
seqiiéncias microssatélites (KARAOGLU et al., 2005).

RESISTENCIA GENETICA A BRUSONE

Os estudos para a heranga da resisténcia iniciaram-se em 1922 por Sasaki, seguido de Takahashi
(1965) e Yamasaki e Kyiosawa (1966). Até 1966, os estudos foram conduzidos sem muita informagao
quanto a especializa¢do do patogeno. Goto (1965) iniciou estudos mais sistematicos ao estabelecer um
sistema de diferenciacdo de ragas fisiologicas dos patdégeno no Japao e Aktins et al. (1965) selecionaram
oito cultivares diferenciadoras internacionais estabelecendo um sistema de diferenciacdo de racgas
adotado internacionalmente. Nos estudos iniciais para identificacdo de genes de resisténcia destaca-se
Kyiosawa e colegas que utilizando 7 cv. japonesas identificaram 13 genes de resisténcia (Pia, Pii, Pik®,
Pik, Piz, Pita, Pita®,Piz', Pik?, Pik", Pik™ , Pib e Pit). Nos altimos 25 anos muitos foram os avangos
obtidos, os quais refletem a interacdo entre os estudos da heranga dos genes de resisténcia, biologia do
patogeno e utilizacdo de ferramentas moleculares. Mackill e Bonman (1992) desenvolveram as linhas
quase isogénicas da cultivar CO-39, C 101 LAC e C 101- A51, portadoras dos genes de resisténcia Pi-1
¢ Pi-2, respectivamente. Estas isolinhas vém sendo largamente utilizadas para introgressdo de genes



maiores e elucidacdo dos mecanismos moleculares na interagdo patdogeno-hospedeiro. Yu et al (1991 e
1996) utilizando marcadores RFLP no genoma do arroz localizaram os genes de resisténcia Pil no
cromossomo 1, Pi2 no cromossomo 6, Pi4 e Pita no cromossomo 12. Na Tabela 1 encontram-se
relacionados os genes de resisténcia a brusone identificados.

Avango nas técnicas moleculares somados ao término da seqiiéncia do genoma do arroz permitiu
pavimentar a metodologia para clonar e caracterizar sete genes maiores de resisténcia a brusone, que sao
: Pib (WANG et al., 1999), Pita (BRYAN et al., 2000), Pi9 (QU et al., 2006), Pi2 e Piz' (ZHOU et al.,
2006), Pid2 (CHEN et al., 2006) e Pi36 (LIU et al., 2007). Com exce¢do de Pid2 todos os genes
clonados pertencem a classe NBS-LRR. Essa classe de proteina codifica sitios de ligacdo nuclear (NBS)
e copias ricas em leucinas (LRR), indicando que o produto desses genes interaje com outras proteinas
para a manifestacdo de defesa. Quatro deles codificam proteinas que ainda ndo foram identificadas em
outras espécies sendo o arroz, sugerindo que a planta de arroz possui um sistema unico de defesa. Entre
os genes citados acima destaca-se Pib, gene que confere resisténcia a maioria das patétipos de M. oryzae
no Japao, e sua expressdo ¢ influenciada pelo ambiente, como temperatura, luz, d4gua e tratamentos com
moléculas quimicas, como o 4cido jasmonico, acido salicilico, etileno e probendazole (WANG et al.
1999).

Tabela 1. Genes de resisténcia a brusone identificados em cultivares de arroz.

Genes de resisténcia identificados

Genes Referéncia

Pil, Pi2, Pi3, Pi4, Pi5, Pi6, Pi7, Pi9, Pil0, Pill Causse et al. 1994, Wang et al., 1994

Pia, Pib, Pik, Pit, Pita, Pita’, Pil2, Pil7, Pil8, Pil9, Pi20,

Pi23, Pi57, Pi62 Nagato ¢ Yoshimura, 1998

Pii, Pil5 Pan et AL., 2003

Pi24, Pi25, Pi26, Pi27, Pi28, Pi29, Pi30, Pi31, Pi32 Sallaud et al.2003 e Yang et al., 2001
Pi36, Pi39 Liu et al.2007

Pi37 Chen et al. 2005

Pi38 Gowda et al. 2006

Pi40 Jeung et al. 2007

Uma vez identificados, os genes de resisténcia a brusone sdo facilmente introduzidos em
plantas de arroz de diferentes backgrounds, utilizando-se métodos tradicionais de melhoramento.
Contudo, a durabilidade insuficiente dos genes de resisténcia tem sido relatada ao longo dos anos
(KYIOSAWA 1982; KOIZUMI 2007) como um problema persistente, principalmente em condig¢des
tropicais. As estratégias que tem sido sugeridas para prolongar a durabilidade da resisténcia sao:

1) Multilinhas: sugerido por Borlaug (1959), quando buscava resisténcia em plantas de trigo a ferrugem.
A durabilidade da resisténcia das multilinhas vai depender da velocidade com que ocorre a mudanga
da freqiiéncia de racas, do niimero de genes de resisténcia componentes ¢ da extensdo da area
plantada com a mistura (KHUSH, JENA , 2007)

2) Mistura de cultivares: uma estratégia que pode diminuir a velocidade de desenvolvimento da doencga,
porém pode afetar a uniformidade final do produto, principalmente sob condicdes tropicais;

3) Resisténcia qualitativa. A estratégia de acumular em um mesmo genotipo varios genes de resisténcia,
com espectros de agdo complementares, ¢ chamada de piramidizacdo de genes. Na pratica, este
processo ¢ dificil, porque plantas portadoras de um gene podem mostrar reagao resistente, impedindo
a detecgdo da presenca de outros genes. Marcadores moleculares consistentemente ligados aos genes
a serem piramidizados facilitam o processo de selecdo de plantas portadoras de multiplos genes de
resisténcia. Algumas experiéncias neste sentido ja foram reportadas na literatura, e alguns marcadores



uteis para seleg@o assistida estdo disponiveis publicamente (FJELLSTROM, 2004). Recentemente,
selecdo assistida por marcadores moleculares tem sido aplicada a cultivares adaptadas com sucesso.
No Brasil, um exemplo da aplicagdo de marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia a
brusone foi a selecdo de fontes de resisténcia em bancos de germoplasma do IRGA (DISCONZI et
al., 2001). Neste estudo, foram utilizados trés marcadores microssatélites, RM254, RM21 e RM164,
ligados aos genes de resisténcia a brusone Pil, Pi7 e Pil0, respectivamente.

4) Resisténcia quantitativa ou poligénica. Resisténcia governada por genes menores que somados
constituem o efeito de resisténcia. Assim ndo exerce pressdo de sele¢do sobre a populacdo do
patégeno, como ocorre com a resisténcia qualitativa. Porém existem algumas dificuldades para a
incorporagdo de caracteristicas pilogénicas, que nem sempre o conjunto génico de interesse nao ¢
todo incorporado. Mas esta dificuldade pode ser superada utilizando-se sele¢do assistida por
marcadores moleculares.

SELECAO ASSISTIDA POR MARCADOR MOLECULAR

Os marcadores moleculares estdo sendo largamente usados para identificar e mapear a posi¢ao de
genes com efeitos maiores (LANAUD & LEBOT, 1997). A identificacdo de marcadores moleculares
ligados a caracteristicas de interesse ¢ o primeiro passo no programa de melhoramento assistido por
marcador e para clonagem de genes de resisténcia as doengas (YOSHIMA et al., 1995). Genes que
conferem resisténcia qualitativa a doencas, do tipo binario (resistente/suscetivel), podem ser mapeados
utilizando uma técnica simples, chamada analise de bulk segregante (bulk segregant analysis). Neste
método, as plantas segregantes sdo agrupadas em bulks resistentes ou suscetiveis. Marcadores cujas
bandas forem contrastantes entre os dois grupos tendem a ser fortemente ligados ao gene de resisténcia.
O arroz dispde de amplo arsenal genomico para pesquisas moleculares, incluindo o seqiienciamento
completo de representantes do grupo indica e japonica. Milhares de marcadores microssatélites ja foram
desenvolvidos para arroz, e os genes estdo sendo rapidamente anotados, facilitando a identificagao de
genes candidatos para caracteristicas especificas, inclusive resisténcia as doencas. A maioria das
informacdes genomicas de arroz estdo disponiveis em bases de dados abertos (www.gramene.org).

IDENTIFICACAO, INCORPORACAO e EXPRESSAO DE GENES DE RESISTENCIA A BRUSONE
EM ARROZ

A busca de resisténcia genética duravel tornou-se um grande desafio para a sociedade cientifica
mundial e a ado¢do de estratégias inovadoras de controle da brusone tornou-se uma meta. O langamento
seqiiencial de cultivares com diferentes genes de resisténcia ¢ uma estratégia fundamental para o manejo
da brusone (PRABHU et al., 1999). Entretanto, ndo ha uma rede de informagdes totalmente conectada
quanto a dindmica de patotipos, dentro de populagdes, em cada regido produtora de arroz. Na tentativa
de pavimentar esta rede e direcionarmos as informagoes para a obtengao de resisténcia estavel a brusone
planejamos:

1-Constituir populacoes de M. oryzae oriundas de diferentes regioes produtoras de arroz do
Brasil. Uma amostragem de 500 isolados monospoéricos anuais coletados de regides produtoras de arroz,
em todo o Brasil estd em andamento para: a) identificar e determinar a freqiiéncias dos principais
patotipos que ocorrem em cada regido amostrada; b) caracterizar a viruléncia destes isolados utilizando
cultivares diferenciadoras nacionais e internacionais; ¢) constituir uma micoteca representativa e viavel
para fins de experimentacao. A amostragem sera composta de plantas de arroz com sintomas tipicos de
brusone, coletadas em areas de produgdo de arroz geograficamente distintas, tanto em sistema de plantio
de terras altas quanto em irrigado. A realizagdo desta amostragem conta com a colaboragao das
instituicdes de pesquisa e ensino estaduais e federais, permitindo que cada atividade seja realizada
simultanea e sistematicamente;



2-Anadlise genotipica com marcadores microssatélites independentes. Os isolados de M. oryzae serdo
caracterizados genotipicamente com 21 marcadores microssatélites independentes (ndo ligados), sendo
trés em cada cromossomo, de acordo com informacdes disponiveis em bases genOmicas abertas
(www.broad.mit.edu/annotation/fungi/magnaporthe/). (ANDREIT et al., 2007; BRONDANI et al.,
1998). O programa de ciclagem térmica sera preparado conforme (GARRIDO, 2001). Em seguida as
reacdes serdo submetidas a eletroforese em gel de acrilamida desnaturante 4%, acompanhadas de
padrdes de tamanho com intervalos de 25 pares de bases; As informacdes quanto aos agrupamentos
genéticos e fenotipicos serdo comparados com o objetivo de compreender e prever a mudanga da
freqliéncia dos genes de aviruléncia nas populagdes em estudo.

3-Identificacdo de fontes de resisténcia a brusone em germoplasma brasileiro e exético. A Colecio
Nuclear de Arroz (CNA) serd submetida & uma série de inoculagdes com os patotipos mais freqiientes
determinados anteriormente. Assim serdo identificadas, sele¢docionadas e caracterizadasas possiveis
fontes de resisténcia uteis, como doadoras de genes, para o programa de melhoramento de arroz. Espera-
se identificar pelo menos dez fontes de resisténcia do grupo indica e dez do grupo japonica.
Paralelamente serdo identificados os isolados que detectam a presencga de cada gene de resisténcia a ser
estudado.

4-Avaliacao de fontes de resisténcia a brusone em condi¢oes de campo. As fontes selecionadas serao
avaliadas a campo com infestacdo natural, em todas as regides onde foram executadas as coletas. Serdo
proporcionadas condi¢des favoraveis a doenga, com alta adubacdao nitrogenada e plantio adensado. A
avaliagdo dos sintomas sera feita de acordo com a severidade da doenca. Além da brusone, serdo
avaliadas as caracteristicas agrondmicas das fontes selecionadas, com vistas ao seu cruzamento com
materiais elites.

5-Identificacio de marcadores associados aos genes e locos de resisténcia a brusone. Uma busca
serd feita no sentido de identificar os genes de resisténcia a brusone ja clonados ou finamente mapeados,
para que sejam testados nos patossistemas brasileiros. No caso dos genes clonados, marcadores
especificos serdo desenhados para deteccdo de polimorfismo. No caso de locos mapeados,
microssatélites proximamente ligados serdo selecionados para investigacdo do loco candidato. As fontes
de resisténcia selecionadas serdo cruzadas com cultivares testadoras, altamente suscetiveis a brusone,
utilizando um método baseado na anélise de bulks segregantes (MICHELMORE, 1991). Serao utilizadas
como testadoras para fontes do grupo japonica, ¢ para fontes do grupo indica. Para cada cruzamento,
200 sementes F, serdo obtidas. Estas sementes serdo plantadas em vasos identificados, e serdo
inoculados sob condi¢ao controlada, aos 30 dias apds a emergéncia, com patotipos compativeis com o
testador, e incompativeis com a fonte de resisténcia. As amostras de DNA correspondentes aos bulks
resistentes e suscetiveis serdo analisadas com os marcadores selecionados anteriormente. Oito
marcadores com temperatura de anelamento compativeis serdo testados por placa de PCR de 96 reagdes.
A separagao dos fragmentos amplificados sera feita por eletroforese. No caso de genes de resisténcia
dominantes, espera-se que os bulks R sejam heterozigotos para o marcador associado, e que os bulks S
sejam homozigotos para a banda do genitor suscetivel.

6-Incorporacdo de genes de resisténcia a brusone em cultivares e populacdes de arroz. As
cultivares de arroz irrigado e terras altas adaptadas serdo utilizadas como genitores recorrentes,
recebendo genes de resisténcia de duas fontes de resisténcia (doador R, e doador Rp) conforme
incorporagdo por retrocruzamento. A selecdo de plantas resistentes sera realizada com o auxilio dos
marcadores moleculares selecionados anteriormente. A metodologia descrita acima serd adaptada para a
insercao de genes de resisténcia a brusone também populagdes recorrentes sintéticas.

7- Resisténcia induzida. Uma nova abordagem ao uso da resisténcia as doengas tem sido viabilizada
com a definicdo de rotas metabdlicas e de mecanismos bioquimicos de sinaliza¢do entre plantas e
patogenos. Esta estratégia inovadora ¢ denominada de “resisténcia induzida as doengas”, por envolver a
ativacdo de mecanismos de defesa latentes existentes nas plantas, em resposta ao tratamento com
agentes bidticos e abioticos (KUHN et al., 2006). A perspectiva promissora do controle de doengas



utilizando-se os mecanismos de defesa inerentes as plantas tem estimulado linhas de pesquisas que
visam o esclarecimento dos aspectos bioquimicos, citoldogicos e moleculares envolvidos na indugao de
resisténcia. Esses mecanismos estdo envolvidos na fase de pré-infec¢do da doenga e sdo ativados por
produtos bidticos ou abidticos, ndo toxicos ao meio ambiente.

A variabilidade acentuada das populagdes de M. oryzae permite o aumento da freqiiéncia de um
determinado patdtipo, o qual antes era inexpressivo. A indugdo da resisténcia compde-se em uma
estratégia promissora para o controle da brusone uma vez que oferece alternativas de controle as quais
serdo independentes da freqliéncia de um determinado patdtipo, dentro de uma populagdo de M. oryzae.
Assim, compreender a patogénese de M. oryzae e a expressdo da resisténcia torna-se essencial por gerar
conhecimentos, em nivel celular, da interagdo arroz-M. oryzae, e obter indicativos precisos para
interromper o evento da colonizagdo, do hospedeiro, arroz, pelo patdogeno M. oryzae. Como objetivo de
estudar o processo de indugdo de resisténcia em plantas de arroz ferramentas moleculares e bioquimicas
tem sido utilizadas para selecionar indutores bidticos e abidticos quantificar as atividades das enzimas
(acamulo e o aumento) relacionadas a resisténcia e comparar as rotas metabolicas da expressdao da
resisténcia,em plantas induzidas e ndo induzidas.

Ao percorrer os passos descritos esperamos coletar mais informagdes quanto a dinamica das
populacdes dos patotipos de M. oryzae, eleger genes de resisténcia efetivos contra as populagdes do
patogeno estudadas; detectar a presenca de genes de resisténcia a brusone na colegdo nuclear brasileira;
validar a selecdo assistida em populagdes de selecao recorrente; e piramidizar os genes de resisténcia a
brusone eleitos e avancar os conhecimentos quanto a patogénese de M. oryzae e a expressao da
resisténcia
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