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RESUMO

PEIXOTO, L. F. Identificacdo da compatibilidade, sexualidade, fertilidade e
aviruléncia em populacdes de Magnaporthe oryzae, de lavouras de arroz brasileiras.
2014. 73 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia: Fitossanidade) - Escola de Agronomia e
Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2014.1

O arroz é cultivado e consumido em todos os continentes, desempenhando um
importante papel na dieta de mais da metade da populacdo mundial. O seu cultivo vem
sofrendo perdas na producdo e na qualidade de gréos, devido a fatores bidticos como a
brusone, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae, que é a principal doenca da cultura do
arroz, representando uma ameacga a seguranca alimentar mundial. O uso de cultivares
resistentes € considerado o0 método mais efetivo para o controle da doenca, porém, a alta
variabilidade do patdgeno resulta em uma répida suplantacdo da resisténcia. Com a
descoberta de isolados de alta fertilidade, hermafroditas, fora do centro de origem do arroz,
sugere-se que a reproducdo sexuada possa estar contribuindo para esta variabilidade
genética, o que consequentemente influencia as estratégias apropriadas de controle. O
estudo da reproducdo sexuada em M. oryzae inicia-se com a definicdo dos tipos
compativeis, caracteristica controlada pelo gene mating type com dois idiomorfos (MAT1-1
e MAT1-2); além das caracteristicas como sexualidade (hermafrodita, fémea ou macho) e
fertilidade (nimero de peritécios). Outra abordagem de grande importancia para a cultura é
a deteccdo de genes de aviruléncia de M. oryzae, visando estudos de sua variabilidade.
Dessa forma, o objetivo desta pesquisa foi investigar a presenca dos genes MAT1-1 ou
MAT1-2, e do gene de aviruléncia AVR1-CO39, em isolados coletados em todas as regides
produtoras de arroz do Brasil, além de caracteriza-los quanto a sexualidade e fertilidade.
Foram selecionados 208 isolados que forma cultivados em BDA e seus micélios utilizados
para extracdo de DNA e deteccdo dos genes citados. Para a caracterizacdo sexual, 106
isolados de campo foram pareados em placa de Petri, contendo meio de farelo de arroz,
com dois isolados: KA-3 (MAT1-1) e GUY11 (MAT1-2), os quais apresentam mating types
e alta fertilidade, conhecidos mundialmente. O gene AVR1-CO39 foi detectado em apenas
dois isolados, e um deles é patogénico a cultivar CO39, portadora do gene de resisténcia
Pi-CO39(t), levantando a possibilidade de que uma mutacdo possa ter ocorrido, como
delecdo, o que impossibilita o reconhecimento do efetor pela proteina do gene Pi-CO39(t).
Apenas um tipo compativel (MAT1-2) foi observado nos 208 isolados de campo. Foi
observado também que, entre os 106 isolados analisados, um (0,94%), foi identificado
como fémea; trés (2,8%), como hermafroditas; 62 (57,9%), como machos; e 41 (38,3%),
como nao determinados, sendo considerados inférteis. Observou-se também a formacéo de
peritécios no interior da folha de arroz. Apesar do predominio de um mating type, entre 0s
isolados do arroz, ha a possibilidade de ocorréncia da reproducdo sexuada, devido a
presenca do outro idiomorfo (MAT1-1) em isolados coletados de outras gramineas,
juntamente com a presenga de hermafroditas e da fémea-fértil, com alta fertilidade, de
isolados MAT1-2 identificados nesse trabalho.

Palavras-chave: brusone, Pyricularia, variabilidade genética, mating type, gene de
aviruléncia.

! Orientadora: Profa. PhD. Marta Cristina Corsi de Filippi. EMBRAPA/UFG.



ABSTRACT

PEIXOTO, L. F. Mating type, sexuality, fertility and avirulence identification of
Magnaporthe oryzae from rice fields in Brazil. 2014. 73 f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia: Fitossanidade) - Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos,
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2014.

Rice is a worldwide cultivated and consumed grain, playing an important role
on the diet of half of the world’s population. Several losses in production and grain quality
have been reported due to biotic factors, such as rice blast, caused by Magnaporthe oryzae,
which is the major disease in rice crops. One of the most effective ways to control this
disease is the use of resistant cultivars. However, the high genetic variability of the
pathogen results in a rapid resistance loss. The discovery of highly fertile, hermaphrodites
individuals outside of the rice center of origin, suggests that sexual reproduction may
contribute to this genetic variability, which influences the appropriate control strategies. M.
oryzae reproduction studies begins with the determination of mating types, controlled by
two idiomorphic genes (MAT1-1 e MAT1-2), along with the sexuality (hermaphrodite,
female or male) and fertility (number of perithecia). Another important approach under
investigation for this crop is the detection of avirulence genes from M. oryzae, to
understand the pathogen variability. Our study focused on the investigation of MAT1-1 or
MAT1-2 genes, and the presence of the avirulence gene AVR1-CO39in field isolates
collected from all rice production regions from Brazil. Sexuality and fertility were also
characterized. 208 selected isolates were cultivated in PDA medium and the fungus
mycelia were used for DNA extraction and PCR detection of the above-mentioned genes.
For the sexual characterization, 106 field isolates were paired in Petri dishes containing
rice bran medium with two reference isolates: KA-3 (MAT1-1) and GUY11 (MAT1-2),
known worldwide for their mating type and high fertility. The AVR1-CO39 gene was only
detected in two field isolates. One of them was able to infect the rice cultivar CO39, which
has the resistance gene Pi-CO39(t). A mutation on AVR1-CO39 gene could impair the
recognition of its effector by Pi-CO39(t)protein. Only one mating type (MAT1-2) was
observed on the 208 field isolates. It was also observed that, among the 106 analyzed
isolates, one (0,94%) was identified as a female; three (2,8%) as hermaphrodite, 62
(57,9%) as male; and 41 (38,3%) were not determined, considered infertile. We also
observed the formation of perithecia inside of rice leaves. Despite the predominance of one
mating type among rice field isolates, there is a possibility that sexual reproduction may
occur as the other idiomorphic gene (MAT1-1) is present on field isolates collected from
other Poaceae. The identification of highly fertile hermaphrodites and fertile-female
individuals in this study also highlight this possibility.

Keywords: rice blast, Pyricularia, genetic variability, mating type, avirulence gene.
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1 INTRODUCAO

O arroz comum (Oryza sativa L.) esta entre as principais culturas cultivadas no
mundo, ocupando a terceira posicdo em &rea colhida [163 milhdes de hectares (ha)],
ficando atras somente do trigo (215 milhdes ha) e do milho (177 milhdes ha). A producéo
mundial de arroz posiciona-se, também, em terceiro, produzindo 719 milhdes de toneladas
(ton), na safra 2011/2012, sendo que o Brasil é o nono pais com maior producao (11,5
milhdes ton) (FAO, 2013). Apesar da alta produtividade, o Brasil importa uma média
aproximada de um milhdo de toneladas por ano para atender a demanda (CONAB, 2013)
evidenciando a sua importancia social, cultural e econémica para a populacéo.

Estimativas indicam que a producdo de arroz deverd ser dobrada, até 2050,
para atender a demanda da populacio mundial, sendo que a América Latina e Africa
destacam-se como as Unicas regiGes com potencial para essa expansdo (Guimardes et al.,
2006). Devido a sua capacidade de ser implantada em diferentes condi¢cGes ambientais e a
sua qualidade nutritiva, a cultura do arroz também se enquadra como uma das culturas que
podem auxiliar no combate a fome mundial.

A producdo de arroz pode sofrer perdas causadas por fatores abiodticos
(deficiéncia hidrica, toxidade por ferro, profundidade de semeadura, etc) e/ou bidticos
(doengas, pragas, plantas daninhas, etc) entre os quais se destaca a brusone, a principal
doenca causada pelo fungo Magnaporthe oryzae, presente em todas as areas produtoras. A
adocdo de um manejo adequado da cultura contribui para o controle da doenca. Entre essas
praticas destacam-se a semeadura em épocas recomendadas, o controle de plantas
daninhas, a adubacdo equilibrada com as necessidades do solo e da cultura, o uso de
cultivares resistentes e a aplicacdo de agrotdxico, sendo os dois ultimos os mais utilizados
pelos agricultores.

Em muitas plantagbes, produtos como os fungicidas ainda sdo os principais
meios de controle de doencas, apesar de serem agressivos ao meio ambiente (WWF, 2009)
e de apresentarem eficiéncia varidvel de controle entre as diferentes cultivares

(Scheuermann et al., 2002). O uso da resisténcia genetica é considerado a estratégia que
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apresenta uma menor agressdo ao meio ambiente, ao agricultor e ao consumidor, sendo
uma estratégia de controle mais barata e de mais facil utilizagdo (Bespalhok et al., 2014),
mas possui a desvantagem de ndo ser duravel devido a variabilidade genética complexa e
acentuada das populacdes do fitopatogeno (Ou et al., 1965; Ou, 1980; Correa-Victoria &
Zeigler, 1995; Levy et al., 1993; Filippi et al., 2011), permitindo que novos patotipos
aumentem em frequéncia, ameacando o potencial produtivo das cultivares de arroz.

A identificacdo de patdtipos de M. oryzae permite a deteccdo de alguns genes
de aviruléncia que auxilia na identificacdo e selecdo de fontes de resisténcia a doenca. No
entanto, 0 monitoramento da ocorréncia do numero de patétipos € uma estratégia de dificil
execucdo, tendo em vista a alta variabilidade de M. oryzae. Devido a essa grande
variabilidade de patotipos, especula-se que o fungo submeta-se a recombinacao sexuada no
campo. Entretanto, as estruturas de reproducdo sexual do fungo nunca foram encontradas
em condigdes naturais.

Mesmo sabendo da complexidade de M. oryzae, a busca por selecdo duravel
tem sido feita ha muitos anos, e metodologias inovadoras sempre aparecem e oferecem
uma nova perspectiva de se conseguir a resisténcia duravel. Com isso, M. oryzae tem sido
estudada por muitos grupos, com diferentes abordagens, como estudo de populagdes,
genbmica, transcriptoma e proteoma, visando explicar e compreender melhor sua
variabilidade e biologia.

Dentre os estudos que visam compreender a variabilidade, os estudos de
determinacdo de tipos de compatibilidade (mating type), sexualidade e fertilidade
possibilitam averiguar a possibilidade ou ndo de ocorrer reproducdo sexual em condicfes
de campo. Para que a reproducdo sexuada em M. oryzae ocorra, € necessario,
primeiramente, que dois individuos sejam compativeis, ou seja, que possuam um dos dois
genes de mating type (MAT1-1 e MAT1-2), que sejam de sexos opostos, e férteis.

Devido a constante suplantacdo da resisténcia de cultivares melhoradas
geneticamente nos campos produtores do Brasil, essa dissertagdo visou em averiguar se a
grande variabilidade genética dos pat6tipos observadas nos campos brasileiros pode ser
atribuida também a reproducédo sexuada. Assim, foi realizada a deteccéo e distribui¢do dos
genes de mating type e a avaliagdo da sexualidade e fertilidade de isolados coletados em

diversas regides produtoras de arroz no Brasil.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTA: Oryza sativa

O arroz pertence ao filo Streptophyta, divisdo Magnoliophyta, classe
Liliopsida, ordem Poales, familia Poaceae (graminea), tribo Oryzae, género Oryza (NCBI,
2014), apresentando 22 espécies. Dentre essas, destacam-se a O. glaberrima Steud.,
cultivada no oeste da Africa e da Asia e O. sativa L., cultivada em todo o mundo. Todas as
espécies do género Oryza sdo diploides, possuem o nimero basico de 12 cromossomos
(2n=24), enquanto sete espécies silvestres sdo tetraploides (4n=48) (Chang, 1996). O
genoma deste género tem aproximadamente 430 Mb (Saji et al., 2001).

O arroz é uma planta autdgama, monocotiledénea e possui ciclo anual, sendo
cultivada em todos os continentes. Oryza sativa é uma espécie naturalmente hidrdfila,
contudo, com o processo evolutivo, e a interferéncia do homem, esta cultura se adaptou as
diversas condicdes ambientais, podendo ser cultivada em sistemas de varzea (irrigado) e
terras altas (sequeiro).

A origem do género Oryza ainda ndo é determinada. Convencionou-se dizer

que o0 arroz tem origem asiatica, como na regido do vale do rio Yangtze (Vaughan, 2008).
Porém, de acordo com Roschevicz (1931), o género pode ser oriundo do continente
africano; ou do supercontinente “Gondwana”, que apds sua sedimentagdo, possibilitou a
distribuicdo de espécies em distintos habitats (Chang, 1976).
Consequentemente, ha também controveérsias quanto a domesticacdo. Zhu & Ge (2005)
relatam que as subespécies indica e japonica foram originadas ap6s a domesticacdo da
espécie O. sativa. Ja Huang et al. (2012), em um estudo mais recente e aprofundado,
relataram que o arroz Oryza sativa japonica foi domesticado primeiro, de uma populacao
especifica de O. rufipogon, ao redor da area central do Rio das Peérolas (Pearl River), no
sul da China, enquanto o arroz Oryza sativa indica foi posteriormente desenvolvido a partir
de cruzamentos entre arroz japonica e arroz selvagem local, sendo essas as primeiras
cultivares a serem distribuidas pelo Sudeste e Sul da Asia distribuidas pelo Sudeste e Sul
da Asia.
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2.2 PATOGENO: Magnaporthe oryzae

Uma revisdo da associacdo da revista Molecular Plant Pathology, juntamente
com a comunidade internacional, nomeou Magnaporthe oryzae como o fungo
fitopatogénico de maior importancia cientifica e econémica, ficando em primeiro lugar em
uma lista de 10 selecionados (Dean et al, 2012). Essa escolha esta ligada ao fato de que
este fungo € o agente causal da doenga mais destrutiva do arroz no mundo (Ou, 1980). Sua
importancia é ressaltada pelo fato de que cerca de metade da populacdo mundial depende
do arroz como principal fonte de calorias em sua alimentacao (Khush, 2005).

O agente fitopatogénico da brusone no arroz pode ser encontrado referenciado
na literatura com varios nomes. Pyricularia oryzae é utilizado para se referir a fase
assexuada do fungo (anamorfo), a qual € comumente encontrada no campo. Inicialmente,
ela foi denominada Trichothecium griseum Cooke (Cooke & Ellis, 1879). Em 1880, esta
espécie passou a ser chamada de Pyricularia grisea (Cooke) Sacc. e classificada como
espécie-tipo do género Pyricularia, estabelecida por Saccardo, ao parasitar a graminea
Digitaria sanguinales nos Estados Unidos. Em 1891, na Italia, Cavara descreveu a brusone
em arroz e denominou a espécie como P. oryzae. Em 1901, Kawakami mostrou que P.
grisea e P. oryzae se tratavam da mesma espécie. Em 1917, Sawada atraves de testes de
patogenicidade, estabeleceu duas espécies: P. grisea infectando Digitaria sanguinales e
milheto, e P. oryzae infectando o arroz, cevada e trigo. Em 1939, Thomas demostrou que
P. oryzae isolado de arroz causava doenca em trigo, cevada, aveia, milho e milheto,
enquanto que o isolado de milheto ndo infectava o arroz. Mesmo com a diferenca de
patogenicidade, o fungo patogénico ao arroz foi morfologicamente indistinguivel de
patdégenos de outros hospedeiros, e todo o grupo foi definido sob o nome P. grisea
(Rossman et al., 1990). Entretanto, uma volumosa literatura ja havia adotado o nome P.
oryzae, o qual foi mantido.

A fase anamorfica Pyricularia oryzae apresenta conidios (esporos assexuais)
piriformes, obclavados, normalmente com dois septos por conidio, com base circular e
apice fino, levemente escuros ou hialinos, com pequeno hilo na base e ligam-se aos
conidioforos pelo seu lado mais dilatado (Figura 1). Os conidi6foros sdo longos, septados,
simples ou em pequenos feixes, raramente ramificados, simpodiais, geniculados com a

parte basal mais larga do conidiéforo, de cor marrom palido (Kimati et al., 2005).
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WD11mm SS30 x2,000 10pm

Figura 1. A, B e C — Microscopia de estruturas de Magnaporthe oryzae. A — seta indica o
apressorio formado; B e C — conidios com calcofltor white (se liga a quitina)
(Foto cedida por Rodriguez); D — foto em microscopio eletronico de varredura,
seta indica conidios ligados ao conidi6foro

A fase sexual (teleomérfica) foi descoberta por Hebert em 1971, sendo
denominada primeiramente de Ceratosphaeria grisea, a partir do isolado de P. grisea
proveniente de Digitaria sanguinalis. Em 1972, Krause e Webster criaram o género
Magnaporthe para acomodar a espécie-tipo, M. salvinii (Catt), descrita como causadora da
podriddo da haste do arroz. O teleomorfo dos isolados de Pyricularia obtidos de gramineas
assemelhavam-se ao de Diaporthaceae e foi sugerido inclui-los no género Magnaporthe ao
invés do género Ceratosphaeria (Yaegashi & Nishihara, 1976). Magnaporthe grisea foi
utilizado até que Couch & Kohn (2002), em um estudo com o objetivo de investigar a
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relacdo filogenética entre isolados de M. grisea de diferentes hospedeiros, realizou uma
genealogia multilocus a partir de fragmentos de sequéncia de DNA de trés genes (actina,
beta-tubulina e calmodulina) e de testes de fertilidade entre isolados. Eles concluiram que
estes devem ser separados em espécies que infectam Digitaria spp. (capim-colchdo),
denominados de M. grisea, enquanto que M. oryzae se referiria aos outros isolados
caracterizados, incluindo o patogénico ao arroz.

Por determinacdo do Comité Internacional de Micologia deve-se referir ao
fungo como um holomorfo, ou seja, o fungo deve ser tratado como um unico
microrganismo quando s&o conhecidas suas fases assexuada e sexuada. Devido a essa
determinacéo e a descoberta de sua fase teleomorfica, a nomenclatura Magnaporthe oryzae
sera utilizada no decorrer desse trabalho, independente da denominacdo utilizada nos
estudos citados.

Magnaporthe oryzae pertence ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes,
subclasse Sordariomycetidae, ordem Magnaporthales, familia Magnaporthaceae (NCBI,
2014). A fase teleomorfica é classificada como um fungo heterotalico, com peritécio
marrom escuro a preto, com bico longo, podendo apresentar-se isoladamente ou em
grupos. Os ascos sdo unitunicadas, cilindricas, hialinas, com anel de refragdo em torno de
um poro de sua ponta, contendo ascésporos hialinos, com trés septos, levemente curvados,
que se desenvolvem na base do peritécio. Cada asco contém normalmente oito ascOsporos,
mas ascos com um menor numero de ascdsporos sao frequentemente observados. Hebert
(1971) acredita que a liberacdo dos esporos seja por liquefacdo dos ascos e relata que

muitos peritécios velhos contém somente ascosporos livres, sem asco.

2.3 INTERACAO Oryza sativa/Magnaporthe oryzae

2.3.1 Ciclo de vida do patogeno e infecgdo do arroz

O ciclo de vida de M. oryzae inicia-se com a infec¢éo pelo patdgeno que ocorre
através de conidios (Figura 2) que entram em contato com a superficie das folhas do
hospedeiro, que geralmente é hidrofdbica, e se fixa quando hidratada, com auxilio de uma
mucilagem produzida em compartimentos existentes nas duas extremidades (Hamer et al.,
1988; Prabhu & Filippi, 2006). A germinacdo dos conidios ocorre sob condicGes
ambientais favoraveis, umidade de 92 a 96%, e ap6s 30 a 90 minutos na presenca de &gua.

Em apenas duas horas, ocorre a formacdo de um tubo germinativo pela célula basal ou


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=639021&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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apical de um conidio. Este emerge de uma das células terminais do conidio, crescendo
apicalmente durante quatro horas. ApGs esse periodo, cessa-se 0 crescimento e o tubo
germinativo recurva-se e diferencia-se em uma estrutura especializada de infeccéo,
denominada apressorio.

Durante a maturagdo, o apressorio desenvolve uma camada de melanina, que é
facilmente permedvel a 4gua, mas ndo ao soluto. Isto permite a manutencdo de uma alta
pressdo interna de turgor, possibilitando a penetracdo. Com a maturacdo completa, uma
hifa estreita de penetracdo, denominada peg, surge do poro central do apressorio. Apés a
penetracdo, o peg de penetragdo diferencia-se em hifas infectivas primarias, néo
ramificadas que, por sua vez, desenvolvem hifas invasivas lobadas e bulbosas, nas células
da planta (Howard & Valent, 1996; Money & Howard, 1996; Howard & Ferrari, 1989; Lee
& Dean, 1993), resultando no desenvolvimento das lesGes da brusone (Tucker & Talbot,
2001) e o fungo produz mais conidios para reiniciar o ciclo de infecgdo (Ding et al., 2009),
além de poderem permanecer em restos culturais ou em plantas de arroz que permanecem

no campo (Kimati et al., 2005).
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Figura 2. Ciclo de vida de Magnaporthe oryzae (Fonte: Talbot, 2009)
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Nas folhas, os sintomas iniciam-se com pequenas lesdes necrdticas, de cor
marrom, que crescem, tornando-se elipticas, com margem marrom e centro cinza ou
esbranquicado. As lesGes podem coalescer, causando morte da folha, e muitas vezes a
morte da planta inteira. Os sintomas nos nos sdo visualizados a partir do escurecimento da
area infectada, impedindo a circulacdo da seiva e provocando 0 acamamento da planta ou a
quebra no local infectado. Nas paniculas, se a infeccdo ocorrer antes da fase leitosa, a
panicula inteira morre, apresentando coloracdo parda. Se a mesma ocorrer mais
tardiamente, os danos sdo limitados somente as areas afetadas. Em condi¢cdes muito
elevadas de umidade, o fungo produz conidios nas espiguetas, causando chochamento
completo dos grédos na fase leitosa (Prabhu et al., 1995).

Todas as regifes produtoras de arroz séo afetadas pela brusone (Khush & Jena,
2009). Apesar do uso de cultivares resistentes a doenca, esta resisténcia é frequentemente
suplantada, resultando em cultivares que se tornam suscetiveis, o que pode levar a perdas
significantes, variando de 20% a 100%, dentro de um ou dois anos de cultivo (Sobrizal &
Anggiani, 2007; Khush & Jena, 2009). Porém, nem todos os individuos de M. oryzae séo
capazes de infectar o hospedeiro. Essa capacidade é mediada pela presenca ou auséncia de
genes de resisténcia (R) no arroz e genes de aviruléncia (Avr) de M. oryzae. Devido a isso,
as bases moleculares da interagdo tém sido alvo de intensos estudos.

2.3.2 Genes de Resisténcia (R)

O uso de genes de resisténcia ¢ uma das principais formas de controle da
brusone. Varios estudos identificaram mais de 90 genes R de diversas cultivares de arroz a
M. oryzae (Fukuoka et al., 2014). Até o momento, 21 desses genes foram clonados e
caracterizados. S&o eles: Pib, Pi-ta, Pi9, Pi2, Piz-t, Pi36, Pi37, Pikm, Pit, Pi5, Pid3, Pi54
(Pikh), Pish, Pik, Pik-p, Pia, Pi25, Pb1, Pil, Pi-d2 e Pi21 (Liu et al., 2013).

Dependendo da estrutura e funcdo, os genes de resisténcia podem ser
subdivididos em cinco classes (Agrios, 2005). A maioria das proteinas geradas pelos genes
de resisténcia a brusone no arroz pertence a classe das NBS-LRR (nucleotide-binding site
leucine-rich repeats) (Liu et al., 2013). Sdo proteinas citoplasmaticas, que possuem um
sitio de ligacdo a nucleotideos e uma regido rica em leucina em seu C-terminal, como
motifs (sequéncias curtas, padrdes recorrentes no DNA, que muitas vezes indicam os locais
de ligacdo de sequencias especificas para proteinas). Essas proteinas podem servir como

receptores, que ativam a translocacdo de um fator de transcrigdo do citoplasma para o



21

nacleo, onde ativa a transcricdo de genes relacionados com a resposta de hipersensibilidade
(Agrios, 2005; Chen et al., 2006).

A proteina do gene Pi-d2 pertence a outra classe, a das RLKs (receptor-like
protein kinase), que sdo proteinas receptoras transmembranas que possuem um motif rico
em leucina (LRR) extracelular e um dominio serina-treonina quinase intracelular. Essa
classe de proteinas recebe o sinal extracelular e o transmite para fosfoquinases
intracelulares, desencadeando uma cascata de sinalizacdo (Agrios, 2005; Chen et al.,
2006). Ja o gene Pi21, que codifica uma proteina rica em prolina, possui um possivel
dominio de ligacdo a metais pesados e possiveis motifs de ligacdo proteina-proteina, apesar
de ndo estar relacionada com uma resposta patotipo-especifica. Os motifs dessa proteina e
sua ndo especificidade faz com que essa proteina ndo seja classifica em nenhuma das 5
classes de gene R (Agrios, 2005; Fukuoka et al., 2009).

As proteinas produzidas pelos genes R das diversas plantas funcionam como
sensores, e sdo capazes de detectar lipopolissacarideos, peptideos, quitina, RNA de cadeia
dupla, DNA microbiano e outras moléculas de origem microbiana (Ronald & Beutler,
2010). Em arroz, as regides conservadas de microrganismos (PAMPs), como o0s peptideos
sulfatados Ax21, quitina, peptideo das flagelinas e lipopolissacarideos sdo capazes de
desencadear respostas imunes inatas do hospedeiro (Lee et al., 2009; Desaki et al., 2006).

O locus de resisténcia presente na planta de arroz, designado de Pi-CO39(t) € o
que confere resisténcia a isolados de Magnaporthe sp. que carregam o locus de aviruléncia
AVR1-C039. O locus AVR1-C0O39 é conservado em isolados de Magnaporthe grisea (que
ndo infectam o arroz), assim o locus Pi-CO39(t) tem potencial para ser utilizado para o
melhoramento de outros cereais. Ainda néo foi relatado nenhum motif identificado para Pi-
CO39(t)/AVR1-CO39 (Valent & Khang, 2010).

Pesquisadores tem usado este tipo de genes R em melhoramento genético, até
mesmo pela facilidade, pois séo geralmente dominantes e conferem altos niveis de
resisténcia. No entanto, a desvantagem de tais genes é que muitas vezes nao sdo duraveis,
porgue os patdgenos podem evoluir passando a reconhecer 0s genes R (Correa-Victoria &
Zeigler, 1995; Boyd et al., 2013).

2.3.3 Genes de Aviruléncia (Avr)
Em um senso geral, efetores sdo um tipo de proteina que o patdgeno secreta no

citoplasma da planta, interferindo na defesa da mesma (Hogenhout et al., 2009). Efetoras
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Avr sdo moléculas que podem ser reconhecidas direta ou indiretamente pelas células das
plantas por uma proteina de resisténcia (R) de mesma origem e que pode ativar uma
resposta de hipersensibilidade efetiva. Até 0 momento, 15 proteinas efetoras de M. oryzae
foram caracterizadas, incluindo nove efetores Avr (PWL1, PWL2, AvrPi-ta, AvrPiz-t, Avr-
Pia, AvrPii, Avr-Pik/km/kp, ACE1l e AVR1-CO39) e seis outros efetores recém
identificados, incluindo quatro proteinas secretadas associadas a fase biotréfica (BAS —
biotrophy-associated secreted proteins) BAS1, BAS2, BAS3, BAS4, SIpl e MC69 (Liu et al.,
2013).

AVR1-CO39 e um gene de aviruléncia especifico da cultivar de arroz CO39
(Valent et al., 1991; Smith & Leong, 1994), sendo identificado pela primeira vez em M.
oryzae no isolado 2539 por Valent et al. (1991) e clonado por Farman & Leong (1998). A
funcdo de aviruléncia do gene AVR1-CO39 depende de um gene de resisténcia, Pi-CO39
(t), em CO39 seguindo o mecanismo de gene-a-gene (Chauhan et al., 2002). Foi relatado
que um locus AVR1-CO39 intacto ndo estava presente em nenhum dos isolados de M.
oryzae do arroz, mas relativamente estaveis e conservados entre a maioria dos isolados de
M. oryzae que ndo infectam o arroz (Zheng et al., 2011), o que pode explicar o porqué da
maioria dos isolados de M. oryzae de arroz serem virulentos em CO39 (Goncalves, 2013;
Farman et al., 2002; Tosa et al., 2005).

Proteinas efetoras sdo importantes para a interacdo planta-patdgeno. Em
fungos, o motif de translocacdo é necessario e suficiente para a internalizacdo de efetores
em células de hospedeiros. O fungo M. oryzae secreta inUmeras proteinas efetoras, no
entanto os mecanismos de translocacgéo ainda sdo desconhecidos. Ribot et al. (2013) propds
0 seguinte modelo para translocacdo do gene AVR1-CO39 em células hospedeiras. AVR1-
CO039 ¢ secretado pelas hifas invasoras de M. oryzae no interior da matriz entre a parede da
célula fungica e a membrana plasmatica da planta durante as fases iniciais da infeccéo.
Subsequentemente, AVR1-CO39 entra nas celulas das plantas através de um mecanismo
que pode basear-se, como para outros efetores fungicos, na presenca de um motif de
translocacdo ainda desconhecido. Este motif de translocacdo é diferente de sequéncias
fangicas anteriormente descritas, tais como o motif RGD do ToxA (Manning et al., 2008)
ou o motif hidrofébico do AvrL567 (Rafigi et al., 2010), que estdo ambos ausentes da
sequéncia AVR1-CO39. Também é diferente do motif semelhante ao RXLR (Kale et al.,
2010), o qual, embora identificados em AVR1-CO39, ndo € necessario para a sua atividade

de aviruléncia.
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2.3.4 Interagao de genes de resisténcia e aviruléncia

O modelo de interacdo gene-a-gene, conhecido como teoria de Flor, onde para
cada gene de resisténcia do hospedeiro existe um gene, complementar, de aviruléncia do
patégeno (Flor, 1971) é observado no patossistema Oryza sativa/Magnaporthe oryzae, o
qual apresenta uma interacdo especifica (Silué et al., 1992; Bryan et al., 2000). Durante o
processo de colonizacdo intracelular, ocorrem mecanismos de defesa constitutiva (pré-
existentes) e induzida (pds-formada). Esta resposta ocorre a nivel molecular, sendo
regulada pela presenca de genes do hospedeiro e do patdgeno.

O reconhecimento de molécula efetora do patdégeno (produzida por um gene
Avr), denominada elicitor, por uma molécula receptora da planta (produzida pelo gene R),
dispara vias de transducdo de sinais, levando a ativacdo de um mecanismo de resisténcia
com respostas locais e sistémicas. 1sso ocorre quando ha interacdo especifica, resultando
em uma resposta no local da infeccdo, sendo caracteristica das interagdes incompativeis,
ndo ocorrendo o desenvolvimento da doenca (Elvira et al., 2008; Ballini et al., 2013).

Por outro lado, se o patdgeno ndo possui 0 gene de aviruléncia, ele sera
virulento e ndo seré reconhecido pelo hospedeiro. Consequentemente, a infec¢do também
ndo sera reconhecida, resultando em suscetibilidade, ou seja, o patdégeno é capaz de causar
doenca. Essa interacdo é denominada de interagdo compativel. De acordo com Levy et al.
(1993), a provavel causa para que 0S genotipos tornem-se suscetiveis a doenca € a
ocorréncia de trocas genéticas no patdgeno, gerando formas diferentes de viruléncia, ou o
aumento da frequéncia de formas virulentas, também designadas como patotipos, de
ocorréncia rara.

A resisténcia de plantas a patdgenos € um processo complexo, contando com
dois grandes niveis de resisténcia controlada por diferentes tipos de receptores de plantas
(Jones & Dangl, 2006; Dodds & Rathjen, 2010). A primeira linha de defesa das plantas é
ativada por proteinas da membrana plasmatica chamadas de receptores de reconhecimento
de padrbes (PRRs), que percebem moléculas conservadas do patdgeno, chamadas de
padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs). Patdgenos de plantas adaptados sao
capazes de contornar essa imunidade desencadeada pela PAMP produzindo efetores
secretados que atuam dentro ou fora da célula hospedeira e manipulam os principais

componentes de defesa da planta (Jones & Dangl, 2006).
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A segunda camada de imunidade da planta depende do reconhecimento
especifico de alguns efetores AVR pelas proteinas produzidas pelos genes R. Esta
imunidade ativada por efetores (ETI) da origem as respostas de defesa mais fortes e mais
rapidas do que a imunidade desencadeada pela PAMP, muitas vezes envolvendo a resposta
de hipersensibilidade (Dodds & Rathjen, 2010).

Mas os genes R de arroz perdem eficacia dentro de um a dois anos depois de
serem implantados no campo, por causa dos altos niveis de variabilidade dos efetores de
AVR do fungo (Valent & Khang, 2010). A selecdo natural estabelecida por patégenos é
considerada uma das principais causas da evolucdo dos organismos. O impacto dos
patdgenos sobre a evolugdo e ecologia de seus hospedeiros depende da sua viruléncia, mas
sdo eles responsaveis pelos mecanismos que fazem gerar a co-evolucéo da planta-patégeno
(Ebert & Hamilton, 1996). Durante esta co-evolucdo a resisténcia mediada pelo gene R
tornou-se uma defesa rapida e robusta contra a invasdo de patdgenos (Liu et al., 2013).

Ou (1980) afirma que a frequente suplantacdo da resisténcia nas cultivares
comerciais é atribuida a alta variabilidade patogénica do fungo. Vérios estudos relatam a
ocorréncia de variabilidade mesmo dentro de isolados monoconidiais (Kimati et al., 2005).
Esta variabilidade pode ser por consequéncia de fatores como: a) a disseminagdo dos
conidios ocorre principalmente através do vento e pode atingir 1 km de distancia a partir de
um campo infectado (Urashima et al., 2007), lavouras vizinhas ou distantes e aquelas
implantadas mais cedo podem produzir consideravel carga de conidios, constituindo-se em
importantes fontes de in6culo; b) a sobrevivéncia dos patdégenos pode ocorrer na forma de
micélio ou conidio, sendo que as sementes contaminadas sdo uma das principais fontes de
inéculo, assim como o0s restos culturais e plantas de arroz que permanecem no campo
(Kimati et al., 2005); c) epidemias de brusone no campo séo policiclicas, com a taxa da
epidemia dependente das condi¢cdes ambientais. Em ecossistemas temperados, a epidemia
de brusone pode ter de 7 a 8 ciclos por estagdo de cultivo ou ano, enquanto que nas regides
tropicais podem ocorrer de 10 a 15 ciclos por estacdo (Teng, 1994); d) incidéncia,
severidade e prevaléncia desta doenca estdo relacionadas & presenca do patogeno viavel,
condicBes climaticas favoraveis ao seu desenvolvimento e suscetibilidade da cultivar
(Bedendo, 1997).

O alto numero de ciclos do patogeno por ciclo do hospedeiro pode conferir
uma vantagem evolutiva do primeiro com relacdo ao segundo, visto que certos patdtipos

podem ser gerados durante este periodo. O estudo das populagdes do patégeno e do seu
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ciclo de vida é uma das vertentes que podem ser exploradas para auxiliar na previséo e

prevencéo da doenga, apesar da alta variabilidade de M. oryzae.

2.3.5 Variabilidade do fungo

Magnaporthe oryzae se notabiliza por expressar um grande numero de
patétipos, sendo que novas formas aparecem no campo quando novas cultivares de arroz
resistentes a brusone sdo introduzidas (Prabhu et al., 2009), embora se reproduza
assexuadamente (reproducédo clonal).

Scheuermann et al. (2012), analisando dados de diversidade genética, em
diferentes paises, observaram que alguns locais apresentavam uma baixa diversidade
genética com uma diversidade patogénica considerdvel, enquanto em outras areas
apresentavam uma maior diversidade genética e patogénica. Com isso, sugeriram que
mecanismos diferentes atuam de modo a criar variabilidade genética em M. oryzae.

Gongalves (2013) organizou a estrutura populacional de isolados
representativos das regides produtoras de arroz no Brasil em 19 subpopulacfes genéticas.
Com o intuito de rastrear a variabilidade genética de M. oryzae em regibes produtoras de
arroz no Brasil, 18 marcadores microssatélites (SSR) foram utilizados, e indicaram uma
tendéncia do agrupamento ser determinado por cultivar de origem do isolado, com
destacada interacdo com o ambiente.

Entre os mecanismos envolvidos na variabilidade de M. oryzae estdo a
recombinacéo sexual, parassexualidade e a ocorréncia de mutacdes (Kistler & Miao, 1992),
em muitos casos provocada por delecGes de genes Avr e inser¢fes de elementos de
transposicdo. O ciclo parassexual envolve a formacdo de anastomose, resultando em
células heterocarioticas, que podem sofrer cariogamia (fusdo de nucleo), tornando-se uma
célula diploide, que pode realizar a recombinacdo mitética. A volta ao estado haploide
ocorre pela perda sucessiva de um cromossomo de cada par homodlogo (aneuploidia)
(Scheuermann et al., 2012). A recombinacdo parassexual representa uma alternativa ao
ciclo sexual, visto que este raramente ocorre (Zeigler, 1998). Zeigler et al. (1997)
observaram formacéo de anastomoses entre isolados provenientes do campo, e na regido de
encontro das colonias foram relatadas caracteristicas comuns a ambos 0s parentais,
indicando a ocorréncia de recombinacdo. Esse fato € um indicio de que a recombinacéo
parassexual esteja ocorrendo na natureza, sendo um dos possiveis responsaveis pelo

surgimento de novos patétipos.
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Recombinacgdo sexual em M. oryzae era considerada extremamente rara porque
isolados de arroz coletados no campo tinham baixa fertilidade sexual (Kato & Yamaguchi,
1982; Nottéghem & Silué, 1992) e os estudos sobre a distribuicdo de tipos compativeis
mostraram que somente um tipo compativel (mating type) predominava numa determinada
regido orizicola (Kato & Yamaguchi, 1982; Yaegashi & Yamada, 1986). No entanto,
descobriram isolados de alta fertilidade, hermafroditas, de ambos mating type, préximos ao
centro de origem do arroz sugerindo que a recombinacdo sexual pode contribuir para a
variabilidade genética desse fungo (Hayashi et al., 1997; Kumar, 1999; Mekwatanakarn, et
al., 1999).

Inimeros trabalhos acerca da compatibilidade e das caracteristicas sexuais vém
sendo realizados no mundo, pois como a fase sexuada ainda ndo foi encontrada na
natureza, com estas informacdes, pode-se avaliar a possibilidade da reproducéo sexuada e,
consequentemente, a recombinacdo em populacdes de campo de patdgenos de plantas.
Estes dados tornam-se importantes, porque a escolha da estratégia de controle,
especialmente quanto ao uso de variedades resistentes e agrotoxicos, depende em grande
parte do sistema de reproducdo do patdgeno. A recombinacdo aumenta a probabilidade de
combinac@es alélicas favoraveis serem geradas, selecionadas e rapidamente disseminadas,
comprometendo, assim, estratégias de controle classicas (McDonald & Linde, 2002). A
maioria das estratégias com base na resisténcia de plantas geralmente propostas para o
controle da brusone, como por exemplo: a exclusao de subpopulac6es do patdgeno (Zeigler
et al., 1994) e piramidizacdo (Bonman et al., 1992) apresentam probabilidades de falhas, se
0 patdgeno apresentar reproducao sexuada (McDonald & Linde, 2002).

Formacdo de peritécio, producdo de ascosporos, viabilidade e fertilidade
masculina e feminina sdo caracteristicas geneticamente independentes. Esta complexidade
e as muitas mutacGes independentes que podem levar a esterilidade tem implicacdes para a

recombinacdo em M. oryzae (Leslie & Klein, 1996).

2.4 CARACTERISTICAS SEXUAIS DO FUNGO

Como ainda ndo foi encontrada a estrutura da fase sexuada do fungo
Magnaporthe oryzae em campo, o ciclo sexual, também, ndo pode ser fielmente relatado,
mas tomando como base o ciclo sexual tipico de um ascomicota (Figura 2), supBe-se que
ocorra da seguinte forma: o micélio do fungo, de qualquer um dos mating types, produz

protoperitécios (fémea-fértil) que se constituem em formas imaturas de corpos de
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frutificacdo. A partir do protoperitécio forma-se uma projecdo de uma hifa especializada,
chamada tricogena (nucleos haploides), que se funde, por anastomose, com conidios ou
hifas de mating type oposto, ocorrendo a plasmogamia (fusdo de citoplasmas). Quando as
hifas tricogenas recebem nucleo distinto, os provenientes de origem opostas emparelham-
se, estabelecendo a condicdo para se fundirem (condicdo dicaridtica), mas ndo ocorre a
fusdo. Com as fusdes nucleares (cariogamia), resultam em nucleos diploides (2n). Esses
nucleos diploides que, em M. oryzae, possuem 24 cromossomos, ficam envolvidos por uma
estrutura denominada asco. O nucleo diploide, dentro do asco, sofre meiose com
recombinacdo meidtica no estagio de quatro fios voltando ao estado hapléide. As quatro
células haploéides sofrem, em seguida, uma divisdo mitética, resultando em oito células,
todas haploides, dentro de cada asco. Cada uma dessas células é designada ascosporo, e 0s
oito ascosporos dispem-se linearmente no interior do asco. Centenas de ascos ficam
reunidos em uma estrutura que é o corpo de frutificagdo maduro, denominado peritécio
(Azevedo, 2008 - adaptado).

O potencial de contribuicdo da recombinacdo, para estruturas de populacdes,
pode ser avaliado através da determinacdo da probabilidade de ocorréncia da reproducao
sexuada em uma populacao (Zeigler, 1998). Apesar da estrutura genética de populacdes de
M. oryzae em arroz sugerir que a reproducdo assexual ocorre na maioria das areas de
cultivo de arroz (Zeigler, 1998; El Guilli et al., 2005) e o ndo relato de peritécios no campo
(Zeigler, 1998), a reproducdo sexual tem sido relatada in vitro (Silué & Nottéghem, 1990;
Hayashi et al., 1997) e em tecido morto (Hayashi et al., 1997).

Como em outros Ascomycota, o tipo compativel (mating type) em M. oryzae é
controlada por um unico locus, designado MATL (Yoder et al., 1986), com interacdes
férteis possiveis apenas entre os individuos de tipo de acasalamento oposto (designado
MAT1-1 e MAT1-2) (Mekwatanakarn et al., 1999). No entanto, a capacidade de M. oryzae
para produzir peritécio (fertilidade feminina) é, aparentemente, controlado por genes em
varios locus, e estes segregam independentemente do tipo de acasalamento e de

patogenicidade em diferentes hospedeiros (Kolmer & Ellingboe, 1988).

2.4.1 Mating type
A porcentagem de distribuicdo dos tipos compativeis € uma forma de
comprovacao que pode auxiliar na determinacdo da existéncia da fase sexual no campo.

Isso porque um gene com dois idiomorfos, denominados MAT1-1 e MAT1-2, controla o
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tipo compativel em M. oryzae, e a reproducdo sexual pode produzir progénies de ambos
mating types em igual proporcéo (Nottéghem & Silué, 1992). Portanto, se essa distribui¢do
for igual, existe um alto indicativo da ocorréncia de reproducao sexual na populacao.

Entre as dificuldades impostas pelas migrac6es e/ou efeitos seletivos devido as
diferencas na aptidéo entre as linhagens dos dois mating types, podem ter levado a fixagéo
de um Unico mating type em areas invadidas, impondo um modo assexuado obrigatério de
reproducdo em populacdes do patdgeno fora do centro de origem (Saleh et al., 2012b).

Estudos que avaliam a distribuicdo de mating types comprovam isso, como é o
caso do dominio de MAT1-1 na India (Dayakar et al., 2000); na Argentina (Consolo et al.,
2005); em 34 paises na Europa (Nottéghem & Silué, 1992); Itdlia, Costa do Marfim, Egito,
india, Filipinas, Japdo, Colémbia (Kato & Yamaguchi, 1982); e MAT1-2 em Guiné,
Malasia, Indonésia, China (Kato & Yamaguchi, 1982); Burkina Faso, Benim, Costa do
Marfim, Senegal (Nottéghem & Silué, 1992); na China, Tengchong, Indonésia, Java
Ocidental, Kumingan, Bongor, Garut, Sumatra Ocidental, Gunun Medan e Granada-Meta
(Yaegashi & Yamada, 1986). Considerando os mesmos dados e comparando por
continentes ha um dominio de MAT1-1 na América do Sul, 100% de MAT1-1 na Europa,
MAT1-2 na Asia e a Africa apresenta um equilibrio quanto aos mating type, o que
caracteriza a possivel ocorréncia de reproducao sexuada neste continente.

Em, um estudo mais atualizado, Saleh et al. (2012b) analisaram a distribuigéo
geografica mundial de tipos de acasalamento de 3.800 isolados de M. oryzae. Ambos 0s
tipos de acasalamento foram encontrados na maioria das regies do mundo (Figura 3), com
excecdo da regido do Mediterraneo (apenas MAT1-1). Mas, foi observada a mesma
tendéncia em estudos anteriores.

No centro de origem do arroz (e por concluséo centro de origem de M. oryzae),
ha evidéncias de influéncias da recombinacao sexual sobre a variabilidade das populagdes
de M. oryzae, talvez da mesma forma que acontecia antes do cultivo de arroz a nivel
mundial (Kumar et al., 1999). A prevaléncia de isolados de M. oryzae de ambos 0s mating
types nas cordilheiras do Himalaia e sul da provincia de Yunnan da China indica que a
reproducdo sexual pode estar ocorrendo ou que ocorreu, certamente, no passado recente
(Talbot, 2003).
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Figura 3. Distribuicdo de mating types em uma cole¢do nao-populacional de isolados de
M. oryzae de arroz (amostras coletadas em escala continental). (a) Proporcao de
MAT1-1 (preto) e MAT1-2 (branco) em uma colecdo de 3.800 isolados. Fonte:
Saleh et al. (2012b)

2.4.2 Sexualidade e Fertilidade

No ciclo sexual do fungo, além de requerer dois isolados de tipos compativeis
opostos, pelo menos um deve ser fémea-fértil capaz de produzir peritécios e o outro deve
ser macho-fértil. Isolados de M. oryzae podem ser hermafroditas (macho e fémea fértil),
fémea-fértil (macho estéril), macho-fértil (fémea-estéril), ou completamente estéreis
(Zeigler et al., 1995).

A fertilidade feminina é uma caracteristica fundamental a reproducédo de M.
oryzae (Saleh et al., 2012a), porém isolados fémea-fértil sdo raramente encontrados.
Migraces mundiais podem ser as responsaveis pela reducdo da diversidade da espécie
(Zeigler, 1998; Tharreau et al., 2009) e uma perda da sua capacidade de reproduzir
sexualmente (Saleh et al., 2012D).

Com a grande variabilidade deste fungo, acredita-se que a reproducdo sexuada
possa ocorrer, mesmo que a fase perfeita ainda ndo tenha sido encontrada na natureza. A
avaliacdo de mating type, sexualidade e fertilidade de isolados de campo de arroz do Brasil
ainda néo foi descrita, sendo uma abordagem importante a ser explorada para se conhecer
mais sobre as subpopulagdes brasileiras e seus possiveis impactos em estratégias de

controle.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLECAO E ARMAZENAMENTO DE ISOLADOS

Foram utilizados 208 isolados monoconidiais de Magnaporthe oryzae (Tabela
1). Estes isolados foram coletados em regifes produtoras de arroz do Brasil, durante as
safras de 2008 a 2010, e pertencem a Colecdo de Microrganismos e Fungos
Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijdo.

Segmentos de papel-filtro de cada isolado foram transferidos para placas de
Petri, contendo meio de cultura BDA (200 g de batata descascadas, 20 g de dextrose, 15 g
de &gar, 200uL de cloranfenicol (5mg.mL™), 1 L de agua destilada) e incubados a 25°C,
para crescimento e deteccdo das coldnias viaveis. Em seguida, segmentos da colonia foram
transferidos para cultivo em placas de Petri, contendo discos de papel-filtro esterilizados
sobre 0 meio de cultura BDA.

Posteriormente, os discos de papel-filtro, contendo micélio crescido de M.
oryzae foram transferidos para placa de Petri estéril, contendo um papel-filtro estéril sobre
uma camada de silica na base da placa, evitando assim, o contato direto entre silica gel e 0s
segmentos de micélio do fungo crescido em papel-filtro, permanecendo de 5 a 10 dias em
dessecadoras. ApGs a secagem, realizou-se a segmentacdo do disco de papel-filtro e os
segmentos contendo micélio do fungo foram transferidos para criotubos estéreis e

armazenados em freezer a -20°C (Valent et al., 1986 com modificagdes).

3.2 ISOLADOS REFERENCIA

Os trés isolados, Py 184, KA-3 e GUY1l1, pertencentes a Colegdo de
Microrganismos e Fungos Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijdo, descritos na Tabela
2, foram utilizados como controle positivo nas reacOes de cadeia da polimerase
(polymerase chain reaction - PCR), pois possuem os genes AVR1-CO39, MAT1-1 e MAT1-

2, respectivamente.



Tabela 1. Relacdo de isolados de campo, subpopulacdo, origem geografica, cultivar de origem, patétipos nacionais (P.N.) e internacionais
(P.1.), safra, numero de colecédo, cor da colénia (E - escura ou C - clara), identificacdo do tipo de compatibilidade e gene de
aviruléncia

Mating type Gene de Aviruléncia
MAT1-1 MAT 1-2 Avr-Co39

Populagéo Municipio UF Cultivar P.l. P.N. Safra N. Colecdo Cor

Paranatinga MT PRIMAVERA IF1 BD 16 08/09 Py 9.891
Goianira GO PRIMAVERA IG1 Bl1l 08/09 Py 9.910
Sto. Antdnio de Goias GO PRIMAVERA IF1 BD16  09/10 Py 10.600
Sto. Antonio de Goias GO PRIMAVERA IE1 BE 8 09/10 Py 10.611
Sto. Antdnio de Goias GO PRIMAVERA IF1 BD16  09/10 Py 10.643

Sto. Antdnio de Goias GO MARAVILHA IB 57 BC6 10/11 Py 10.776
Sto. Antbnio de Goiés GO MARAVILHA IA 81 BA 72 10/11 Py 10.777
Sto. Antdnio de Goias GO MARAVILHA IA 63 BB 5 10/11 Py 10.778
Sto. Antbnio de Goiés GO MARAVILHA IA1 BC8 10/11 Py 10.779
Sto. Antbnio de Goiés GO MARAVILHA IB 47 BC8 10/11 Py 10.780
Sto. Antdnio de Goias GO PRIMAVERA IA17 BA 46 10/11 Py 10.781
Sto. Antbnio de Goiés GO MARAVILHA IB 49 BC8 10/11 Py 10.873
Sto. Antdnio de Goias GO MARAVILHA IA1 BA 66 10/11 Py 10.874
Sto. Antdnio de Goias GO PRIMAVERA IA113  BAT7 10/11 Py 10.875
Sto. Antbnio de Goiés GO PRIMAVERA IA1 BC6 10/11 Py 10.876
Sto. Antdnio de Goias GO PRIMAVERA IA 49 BD 13 10/11 Py 10.997

4 Miranda MS EPAGRI 116 IA45 BA126 10/11 Py 10.710 E E 0 1 0
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Mating type Gene de Aviruléncia
Populagéo Municipio UF Cultivar P.1. P.N. Safra N. Colecao Cor
MAT1-1  MAT 1-2 Avr-Co39
4 Miranda MS EPAGRI 116 1A 38 BA 70 10/11 Py 10.711 E E 0 1 0
4 Miranda MS EPAGRI 116 1A 45 BA 22 10/11 Py 10.712 E E 0 1 0
4 Miranda MS EPAGRI 116 1A 110 BF 1 10/11 Py 10.716 E E 0 1 0
4 Meleiro SC EPAGRI 113 IA 45 BE 8 10/11 Py 10.767 E E 0 1 0
4 Meleiro SC EPAGRI 113 1A 13 BE 8 10/11 Py 10.768 E E 0 1 0
4 Rio Brilhante MS EPAGRI 113 1A 45 BB 21 10/11 Py 10.816 E E 0 1 0
4 Rio Brilhante MS EPAGRI 113 IA 45 BE 6 10/11 Py 10.819 E E 0 1 0
4 Miranda MS EPAGRI 116 1A 13 BB 21 10/11 Py 10.824 E E 0 1 0
4 Miranda MS EPAGRI 116 IA 38 BE 6 10/11 Py 10825 C E 0 1 0
4 Miranda MS EPAGRI 116 1A 37 BAS54  10/11 Py 10.827 E E 0 1 0
4 Miranda MS EPAGRI 116 1A 45 BG 2 10/11 Py 10.828 E E 0 1 0
4 Miranda MS EPAGRI 116 IA 13 BG1 10/11 Py 10.829 E E 0 1 0
4 Miranda MS EPAGRI 116 1A 41 BA 128 10/11 Py 10.830 E E 0 1 1
4 Miranda MS EPAGRI 116 1A 45 BB 54 10/11 Py 10.831 E E 0 1 0
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Mating type Gene de Aviruléncia

Populagéo Municipio UF Cultivar P.1. P.N. Safra N. Colecao Cor

MAT1-1 MAT 1-2 Avr-Co39

6 Lambari MG RELAMPAGO IB 45 BD 16 08/09 Py 9.888 E E 0 1 0
6 Campo Florido MG PRIMAVERA IG1 Bl 1 08/09 Py 9.889 E E 0 1 0
6 Anderson Cunha MG PRIMAVERA IG1 BD16  08/09 Py 9.935 E E 0 1 0
6 Anderson Cunha MG PRIMAVERA IG1 BD 16 08/09 Py 9.936 E E 0 1 0
6 Madre de Deus MG PRIMAVERA IC 17 BC32 0809 Py 9.953 E E 0 1 0
6 Madre de Deus MG PRIMAVERA ID1 BD 16 08/09 Py 9.954 E E 0 1 0
6 Madre de Deus MG PRIMAVERA IE1 BD 16 08/09 Py 9.955 E E 0 1 0
6 Anderson Cunha MG PRIMAVERA 1A 57 BD16  08/09 Py 10.182 E E 0 1 0
6 Anderson Cunha MG PRIMAVERA IA 57 BD 16 08/09 Py 10.183 C E 0 1 0
6 Anderson Cunha MG PRIMAVERA IA 57 BD16  08/09 Py 10.183 E E 0 1 0

€€



Mating type Gene de Aviruléncia
MAT1-1 MAT 1-2 Avr-Co39

Populagéo Municipio UF Cultivar P.1. P.N. Safra N. Colecao Cor

6 Agropecudria Mesapec MG PRIMAVERA IG1 Bl1 08/09 Py 10.188 E E 0 1 0

8 Dueré TO KM 13 ID1 Bl1l 09/10 Py 10.019 E E 0 1 0
8 Lagoa da Confusédo TO IRGA 417 1A 109 BA 13 10/11 Py 10.732 E E 0 1 0
8 Lagoa da Confusédo TO IRGA 417 IAT7 BA 62 10/11 Py 10.733 C E 0 1 0
8 Lagoa da Confusédo TO IRGA 417 IAT7 BA 62 10/11 Py 10.733 E E 0 1 0
8 Lagoa da Confusédo TO IRGA 417 IF1 BF 1 10/11 Py 10.734 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 49 BB 62 10/11 Py 10.742 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 65 BB 64 10/11 Py 10.743 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 IA1 BA 62 10/11 Py 10.746 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 IA45 BA125 10/11 Py 10.748 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 127 BG1 10/11 Py 10.749 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 IB46 BA122 10/11 Py 10.752 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 IA63 BA125 10/11 Py 10.753 E E 0 1 0
8 Lagoa da Confusédo TO IRGA 417 IA109 BA126 10/11 Py 10.841 E E 0 1 0
8 Lagoa da Confusédo TO IRGA 417 IH1 BA 125 10/11 Py 10.843 C E 0 1 0
8 Lagoa da Confusédo TO IRGA 417 IH1 BA 125 10/11 Py 10.843 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 1 BA5 10/11 Py 10.848 E E 0 1 0
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Mating type Gene de Aviruléncia
Populagéo Municipio UF Cultivar P.1. P.N. Safra N. Colecao Cor
MAT1-1  MAT 1-2 Avr-Co39
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 IA1 BA 77 10/11 Py 10.849 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 33 BA 126 10/11 Py 10.850 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 1 BA 46 10/11 Py 10.851 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 128 Bl 1 10/11 Py 10.852 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 1 BG1 10/11 Py 10.853 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 1 BA 62 10/11 Py 10.854 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A1 BA 61 10/11 Py 10.855 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 25 BA 62 11/01 Py 10.869 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 29 BB 30 11/01 Py 10.870 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 IA65 BA118 11/01 Py 10.871 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 77 BA 61 11/01 Py 10.872 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 11 Bl 1 10/11 Py 10.906 E E 0 1 1
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 13 BB 64 10/11 Py 10.907 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 125 Bl 1 10/11 Py 10.908 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 65 BG2 10/11 Py 10.909 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 117 Bl 1 10/11 Py 10.910 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 IA1 BA 126 10/11 Py 10.912 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A1 BA 62 10/11 Py 10.915 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 IA1 BB 54 10/11 Py 10.916 E E 0 1 0
8 Formoso do Araguaia TO IRGA 417 1A 3 BB 38 10/11 Py 10.918 E E 0 1 0
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Mating type Gene de Aviruléncia

Populagéo Municipio UF Cultivar P.1. P.N. Safra N. Colecao Cor

MAT1-1 MAT 1-2 Avr-Co39

10 Vilhena RO SERTANEJA IG1 BC 16 09/10 Py 10.630 E E 0 1 0
10 Vilhena RO SERTANEJA IG1 BC 16 09/10 Py 10.648 C E 0 1 0
10 Vilhena RO SERTANEJA IG1 BC 16 09/10 Py 10.648 E E 0 1 0
10 Vilhena RO SERTANEJA IC 17 BC8 09/10 Py 10.678 E E 0 1 0
10 Vilhena RO SERTANEJA IG1 Bl 1 09/10 Py 10.681 E E 0 1 0

12 Paranatinga MT SERTANEJA IB1 BA1l 08/09 Py 9.984 E E 0 1 0
12 Sto. Antdnio de Goias GO SERTANEJA IF1 BD 16 09/10 Py 10.595 E 0 1 0
12 Sto. Antdnio de Goias GO SERTANEJA IB43 BA109 10/11 Py 10.790 E 0 1 0

14 Petrolandia GO PRIMAVERA IB 17 Bl 1 08/09 Py 9.890 E E 0 1 0



Mating type Gene de Aviruléncia
Populagéo Municipio UF Cultivar P.1. P.N. Safra N. Colecao Cor
MAT1-1  MAT 1-2 Avr-Co39
14 Sto. Antonio de Goias GO SERTANEJA IF1 BD 16 09/10 Py 10.593 E E 0 1 0
14 Sto. Antonio de Goias GO SERTANEJA IF1 Bl1 09/10 Py 10.594 E E 0 1 0
14 Sto. Antdnio de Goias GO SERTANEJA IE1 BE 8 09/10 Py 10.597 E E 0 1 0
14 Sto. Antdnio de Goias GO SERTANEJA IC 29 BD16  09/10 Py 10.599 E E 0 1 0
14 Sto. Antonio de Goias GO PRIMAVERA IF1 BD 16 09/10 Py 10.619 E E 0 1 0
14 Sto. Antonio de Goias GO SERTANEJA IC 25 BB 16 09/10 Py 10.641 E E 0 1 0
14 Sto. Antdnio de Goias GO PRIMAVERA IA89 BA117 10/11 Py 10.666 E E 0 1 0
14 Sto. Antonio de Goias GO PRIMAVERA 1A 89 BA 117 09/10 Py 10.674 E E 0 1 0
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Mating type Gene de Aviruléncia
MAT1-1 MAT 1-2 Avr-Co39

Populagéo Municipio UF Cultivar P.1. P.N. Safra N. Colecao Cor

16 Nova Veneza SC EPAGRI 109 IG1 BD 16 08/09 Py 10.190 E E 0 1 0

18 Lagoa da Confusdo TO KM 13 IF1 Bl 1 08/09 Py 9.862 C E 0 1 0
18 Lagoa da Confusédo TO KM 13 IF1 Bl1 08/09 Py 9.862 E E 0 1 0
18 Lagoa da Confusdo TO KM 13 IF1 Bl 1 08/09 Py 9.863 E E 0 1 0
18 Lagoa da Confusdo TO KM 13 IF1 Bl 1 08/09 Py 9.864 E E 0 1 0
18 Rio do Campo SC EPAGRI 108 1A 13 BC 23 10/11 Py 10.896 E E 0 1 0
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Além da caracterizacdo molecular do gene mating type, os isolados de campo
também foram analisados fenotipicamente, assim como as caracteristicas de sexualidade e
estado de fertilidade. As caracterizacdes fenotipicas foram determinadas atraves do

pareamento com os dois isolados referéncia, GUY11 e KA-3.

Tabela 2. Origem e descricdo dos isolados referéncias de Magnaporthe oryzae

Isolado  Pais de origem  Planta hospedeira Patogenicidade  Mating type  Referéncia

Triticum spp Nao Colecdo

Py 184 Brasil (trigo) patogénico ao MAT1-1 1989*
arroz
Eleusine coracana Néo Nottéghem

KA-3 Uganda (capim-pé-de- patogénico ao MAT1-1 & Silué,
galinha-gigante) arroz 1992

GUY 11 Guiana Oryza sativa Patogénico MAT1-2 Leung et

Francesa (arroz) arroz al., 1988

* Isolado de trigo coletado no Brasil em 1989, pertencente a Colecdo de Microrganismos e Fungos
Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijao.

3.3 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o protocolo de Dellaporta (1983), com
modificagdes. Brevemente, seguimentos de papel-filtro contendo um isolado obtido
conforme descrito no item 3.1, foram transferidos e cultivados em placa de Petri (6
centimetros de diametro), contendo aproximadamente 10 mL de meio de cultura BDA,
durante 7-10 dias, a 25°C sob luz constante. Em seguida, o micélio da coldnia crescida foi
removido e transferido para microtubos. Adicionou-se a massa de micélio 500 pL de
tampdo de extracdo Dellaporta (1,57g Tris-HCL 100 mM; 1,86g EDTA 50 mM; 2,92g
NaCl 500 mM; 100 mL de H20 ultra-pura; pH corrigido para 8,0), seguido por agitacdo em
vortex, durante dois minutos; ao volume do microtubo foi adicionado 30uL de SDS 20%
(p/v). O conteldo foi agitado, durante dois minutos com o auxilio de vortex e incubado a
65°C durante trinta minutos, com breve agitagdo em vortex a cada 10 minutos, seguido de
resfriamento a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 150 pL de acetato de
potassio 5M, seguido de agitacdo em vortex por dois minutos. Os microtubos foram
centrifugados, a 18.626 x g, a 25°C por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido (400
uL) para microtubos estéreis, seguido da adicdo de 300 pL de isopropanol (4lcool

isopropilico) gelado. O material foi homogeneizado por inversdo suave (50 repeticdes),
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sendo entdo centrifugado a 18.626 x g, em 25°C por 10 minutos. E possivel observar a
formacéo do pellet nesta etapa (decantado). O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado com 500 pL de etanol (alcool etilico) 70%, seguido por uma breve centrifugagédo de
30 segundos e descarte do sobrenadante. Essa etapa foi realizada duas vezes. A ultima
etapa da limpeza foi realizada com 250 pL de etanol PA (&lcool etilico), seguido de
centrifugacdo a 18.626 x g, a 25°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
amostras colocadas sobre a bancada para secagem do pellet. O DNA foi ressuspendido em
50 puL de tampdo TE e armazenado a -20°C. O DNA obtido foi analisado em um
espectrofotometro (NanoDrop), utilizando os comprimentos de onda de 260 nm para
quantificacdo de &cidos nucléicos e, de 230 nm e 280 nm para determinacdo das impurezas.
Ao final o DNA obtido foi diluido para concentracdo final de 80 ng/uL e armazenado a -
20°C.

3.4 PCR E ELETROFORESE PARA DETECCAO DE MATING TYPE E DO GENE
AVR1-CO39

As PCRs foram realizadas utilizando o kit Qiagen® PCR Multiplex. Seguindo
as instrucdes do fabricante, conforme a Tabela 3, para um volume final de reagéo de 10 pL,
utilizou-se 80 ng/uL de concentracdo de DNA e 0,2 umol de cada primer. Os primers
especificos (Tabela 3), utilizados para deteccdo dos mating types e do gene de aviruléncia
AVR1-CO39, foram sintetizados baseados nas sequencias descritas por Takan et al. (2012)
e Tosa et al. (2005), respectivamente.

As reacOes de amplificagdo foram conduzidas em um termociclador (Swift™
MaxPro, Esco) utilizando uma etapa inicial de desnaturacdo do DNA a 95°C por 15
minutos, seguidas por 30 ciclos, com trés etapas cada: desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, anelamento a 60°C por 90 segundos, extensdo inicial em 72°C por 90 segundos.
Ao final dos 30 ciclos, foi realizada uma etapa de extens&o final a 72°C por 10 minutos.

O conteudo das reac6es (10 pL) foi homogeneizado com tampéo BlueJuice (4
uL) e submetido a eletroforese, em gel de agarose 1,5% (p/v). A corrida eletroforética foi
realizada em tampdo TBE 1X, a 90 V por aproximadamente 4,5 horas. Apés a corrida, o
gel foi depositado em um recipiente contendo brometo de etidio por 15 minutos. Em
seguida, as bandas do gel foram visualizadas em um fotodocumentador (Universal Hood I,
Bio-Rad) e as imagens capturadas através do software Quantity One (Bio-Rad). As

imagens foram posteriormente utilizadas para analisar os fragmentos amplificados.
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Tabela 3. Constituintes da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) dos genes MAT1-1,
MAT1-2 e AVR1-CO39

Componente Volume (pL)
H20 1,4
Q-solution 1
Master Mix 5
Primer MAT1-1 F: 5-TGCGAATGCCTACATCCTGTACCGC-3 0,1
Primer MAT1-1 R: 5"-CGCTTCTGAGGAACGCAGACGACC-3’ 0,1
Primer MAT1-2 F: 5-TCTGCTTGAAGCTGCAATACAACGG-3’ 0,1
Primer MAT1-2 R: 5"-CATGCGAGGGTGCCATGATAGGC-3’ 0,1
Primer AVF 1-2: 5'-TGCCGCATTTTGCTAACC-3' 0,1
Primer AVR 1-2: 5'-GCGAATCCATAGACAAGGAC-3’ 0,1
DNA 2

3.5 CARACTERIZACAO SEXUAL DE Magnaporthe oryzae

A caracterizacdo sexual de M. oryzae foi realizada através do pareamento de
isolados. A identificacdo de mating type e sexualidade foram feitas, conforme Nottéghem
& Silué (1992) e fertilidade, conforme Consolo et al. (2005). A avaliacdo baseou-se na
formagédo, ou ndo de peritécios.

O pareamento foi realizado através do método de three-points (Figura 4),
conforme descrito por Itoi et al. (1983), Valent et a. (1991), Nottéghem & Silué (1992),
com modificacBes. Fragmentos de micélio de trés isolados (dois isolados referéncia, KA-3
e GUY11, e um isolado de campo estudado) foram colocados equidistantes entre si (1 cm),
em forma de tridngulo (Figura 4), em placa de Petri, contendo meio de cultura farelo de
arroz (15g de agar, 20g dextrose, 50g de farelo de arroz, 1 L de agua destilada, 100uL de
cloranfenicol e 100uL de tetraciclina). As placas permaneceram no escuro por 2 dias a
25°C. Em seguida foram transferidas para BOD com luz continua a 21°C. A producéo de
peritécios foi observada apos 21 dias de incubacdo (Figura 4B). Todos os cruzamentos

foram repetidos pelo menos duas vezes.



43

Isolado de
campo

Figura 4. Pareamento dos isolados através do método de three-points. A — modelo do
método three-points, em azul KA-3 (MAT1-1), em amarelo GUY11 (MAT1-2),
em verde isolado de campo. B — pareamento entre KA-3, GUY11 e o isolado de
campo Py 10.873 apds 21 dias de incuba¢do em BOD, a 21°C, sob iluminagao
constante

Baseado na metodologia utilizada por Consolo et al. (2005) a fertilidade dos
isolados foram classificados como: alta — A (> 20 peritécios/lcm?); média — M (10-19
peritécios/1cm?); baixa — B (<10 peritécios/lcm?); ou infértil — 1 (sem formacéo de

peritécios).

3.6 MICROSCOPIA

3.6.1 Microscopia éptica

Os isolados KA-3 e GUY11 foram crescidos e impostos as mesmas condi¢des
do item 3.6. Apds, os 21 dias em BOD os peritécios foram observados em
estereomicroscopio, modelo S6D - L2 (Leica) e as imagens capturadas com auxilio de
camera digital EC3 e software LAS EZ Aplicattion Suites v. 1.3.0. Estas estruturas de
reproducdo sexuada foram transferidas para laminas de microscépio contendo gotas de
agua destilada, com e sem corante (azul de algoddo), seguido de leve pressdo sobre a
estrutura transferida com o auxilio da laminula. Em seguida, as estruturas foram
observadas em microscopio 6tico modelo Eclipse 80i (Nikon) e as imagens capturadas com
auxilio de camera digital DXM 1200C e software (ACT - 1C v.1.1.0.25).



44

Para observacdo de cortes longitudinais dos peritécios e protoperitécios, 0s
isolados KA-3 e GUY11 foram crescidos em placas de Petri contendo meio de farelo de
arroz e uma folha de arroz esterilizada no centro da placa, entre os isolados. As mesmas
condicdes do item 3.6 foram utilizadas. No Laboratorio de Preparo de Amostras Bioldgicas
do ICB Ill, segmentos de amostras medindo, aproximadamente, 5 mm? das regides onde
foi observada a formacdo de peritécio, sob a folha, foram removidas com o auxilio de
bisturi, e realizada a preparacdo desta amostra para corte em micrétomo. Brevemente, 2
mL de glutaraldeido (2% v/v), paraformaldeido (2% v/v), em tampéo fosfato (0,05 M, pH
7,2) foram adicionados em microtubos, seguido da adicdo das amostras e incubado
overnight em geladeira. No dia seguinte, foram realizadas quatro lavagens com 500 pL de
tampdo fosfato (0,05 M, pH 7,2), por 15 minutos. Em seguida, realizaram-se as
desidratacdes com etanol 30% (v/v), 50% (v/v), 70% (v/v), 80% (v/v), 90% (v/v), e 100%
deixando agir por 10 minutos, sendo que a desidratacdo com etanol 100% foi realizada
duas vezes. Ap0s este processo de fixacdo, a amostra foi transferida para um molde com
resina e deixado overnight sobre a bancada. No dia seguinte, foi realizada a inclusdo, com
a adicdo de resina e catalisador a amostra para polimerizar em bloquinhos de madeira.
Apo6s um dia estas amostras estavam prontas para 0 uso em micrétomo.

No Laboratério de Multiusuério do ICBIII-UFG, foram realizados cortes de 3
um, com o auxilio do microtomo modelo RM2245 (Leica). Apds este processo, 0s cortes
foram transferidos para &gua, em temperatura ambiente e “pescados” com auxilio de
laminas de microscopia. Estas ldminas foram selecionadas, com auxilio de um microscépio
otico, e em seguida os cortes foram corados.

A coloracéo foi realizada com dois corantes, PAS (acido periédico de Schiff) e
azul de toluidina 0,5%. Brevemente, uma gota de acido periddico (10% v/v) foi adicionada
sobre os cortes, por 20 minutos; apos esse periodo, lavaram-se rapidamente os cortes com
agua e adicionou-se uma gota do reativo de Schiff sobre os mesmos, por cinco minutos; em
seguida, lavou-se a lamina, em agua corrente, por 10 minutos. O processo de coloragdo
com azul de toluidina foi realizado com a adicdo de uma gota deste corante sobre o corte,
por dois minutos e lavagem em agua corrente.

Apos a coloracdo foi realizada a vedacdo desses cortes com a laminula, com o
auxilio do principio ativo xileno (CgH1o) e entellan. No dia seguinte, as imagens foram
obtidas em microscépio 6tico modelo Eclipse 80i (Nikon) e as imagens capturadas com
auxilio de camera digital DXM 1200C e software (ACT - 1C v.1.1.0.25).
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3.6.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foram realizadas anélises dos conidios e peritécios por MEV, entre os isolados
KA-3 e GUY11, através do MEV. Para esse processo, os fungos foram crescidos e
impostos as mesmas condi¢cdes do item 3.6.1. No Laboratorio de Preparo de Amostras
Bioldgicas do ICBIII, segmentos de amostras medindo, aproximadamente, 7 mm? das
regides onde foi observada a formac&o de peritécio, sobre a folha, foram removidas com o
auxilio de bisturi e realizada a fixacdo, lavagem e desidratacdo destas amostras.
Brevemente, foram adicionados a microtubos 2mL de glutaraldeido (2% V/v),
paraformaldeido (2% v/v), em tampdo cacodilato de soédio (0,05 M, pH 7,2), em seguida
colocadas as amostras, deixando overnight em geladeira. Ap6s a fixacdo, foi realizada a
lavagem retirando o fixador e colocando o tampéo cacodilato de sodio (0,05 M, pH 7,2),
por 15 minutos, repetindo esta operacdo por quatro vezes. Em seguida, realizou-se as
desidratagdes com etanol 30% (v/v), 50% (v/v), 70% (v/v), 80% (v/v), 90% (v/v), deixando
agir por 15 minutos, finalizando a desidratacdo com etanol 100%, por 10 minutos, duas
vezes. Em seguida, estas amostras foram transferidas para a camara do equipamento de
secagem ao ponto critico do CO. (CPD - critical point drying) — aparelho Autosamdri-815
(Tousimis), por 50 minutos. As amostras foram transferidas para fita dupla face em um
stub (disco de aluminio com 2,5 cm de didmetro e 0,8 cm de espessura) previamente
higienizado com acetona pura (C3zHsO) e alcool isopropilico (C3HgO). As amostras foram
expostas, por dois minutos, a recobrimento com carbono — aparelho Denton Vacuum (Desc
V). Apds a metalizacdo, o stub contendo as amostras foi levado para visualizagdo em MEV
— aparelho Jeol (JSM-6610) equipado com EDS, Thermo Scientific NSS Spectral Imaging,

para a obtencdo das imagens.



4 RESULTADOS

4.1 COLECAO E ARMAZENAMENTO DE ISOLADOS

Todos os 211 isolados (208 de campo e 3 referéncias) utilizados neste estudo
encontram-se armazenados como descrito na secdo anterior, acondicionados em criotubos a -
20°C. De acordo com Goncalves (2013), os isolados organizaram-se em 19 subpopulacGes
genéticas baseado em estudos com marcadores microssatélites (Tabela 1).

Durante a manipulacdo da colecdo, diversos isolados apresentaram formacdo de
setores, identificados pela cor do micélio, dentro da mesma col6nia (Figura 5). Entre os
formadores de setores, 14 isolados foram selecionados, aleatoriamente, e os micélios de cores
diferentes foram separados assim, cada isolado deu origem a dois, identificados pela cor da
col6nia, como claro (C) ou escuro (E), conforme encontrado na tabela 1 e 4. Esses isolados

foram considerados como individuos diferentes, apesar de originrios de uma mesma col6nia, e

avaliados em todos os testes.

Figura 5. Variagdo morfoldgica em col6nias de Magnaporthe oryzae. A — 1) coldnia de M.
oryzae com formacao de setor; 2) col6nia de coloragdo cinza desenvolvida a partir do
setor cinza da placa 1; 3) col6nia de coloracao esbranquicada desenvolvida a partir do
setor esbranquigado da placa 1 (Fonte: Gongalves, 2013). B — colénias derivadas de
setores formados da col6nia original; seta indica o inicio de formacdo de setor; C —
variagdo da cor das coldnias, derivada de um mesmo isolado, crescido
homogeneamente, sem formacédo de setores; cultivado em meio de cultura liquido de
extrato de levedura, sob as mesmas condi¢des ambientais
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4.2 ISOLADOS REFERENCIA

Foram utilizados trés isolados referéncias: KA-3, GUY1l e Py 184. Os
isolados KA-3, portador do gene MAT1-1, e GUY11, portador do MAT1-2 foram utilizados
porque sdo conhecidos mundialmente como hermafroditas com alto grau de fertilidade, e
por produzirem elevado nimero de peritécios, superior aos demais, quando pareados com
isolados de mating type opostos (Nottéghem & Silué, 1992).

Zheng et al. (2011) relataram que o locus AVR1-CO39 é relativamente estavel
e conservado, sendo encontrado na maioria dos isolados de Magnaporthe oryzae que nédo
infectam o arroz, como observado por Maciel et al. (2014) em isolados que infectam o
trigo. Devido a isso, a presenca do gene AVR1-CO39 foi investigada no isolado Py 184, da
Colecdo de Microrganismos e Fungos Multifuncionais da Embrapa Arroz e Feijdo. Uma
vez detectada a sua presenca, o isolado Py 184 foi utilizado como controle positivo para as
PCRs.

4.3 PCR E ELETROFORESE PARA DETECCAO DE MATING TYPE E DO GENE
AVR1-CO39

Foram caracterizados 208 isolados quanto a presenca do gene de aviruléncia e
dos idiomorfos do gene mating type. Foi possivel identificar, através de uma reacdo em
cadeia de polimerase, com revelacdo da presenca ou auséncia, da banda amplificada
referente ao gene AVR1-CO39 (1,05 kb), MAT1-1 (960 pb) e MAT1-2 (802 pb) de todos os
isolados (Figura 6).

Todos os 208 isolados analisados (100%) apresentaram o gene MAT1-2
(Tabela 1) em seu genoma. Dentre todos os isolados analisados, somente os isolados Py
10.830 e Py 10.906, equivalendo a 0,96% da colecdo estudada, apresentaram este gene
(Tabela 1). Estes isolados pertencem as subpopulacbes 4 e 8, das regides Centro-Oeste e
Norte, isolados das cultivares EPAGRI 116 e IRGA 417, respectivamente.
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Figura 6. Resultado das reacdes de cadeia da polimerase, em gel de agarose, para detec¢ao
dos idiomorfos de mating type (MAT1-1 ou MAT1-2) e do gene AVR1-CO39. L:
Marcador molecular de 100 bp; A: Py 184 (AVR1-CO39 = 1,05 kb), K: KA-3
(MAT1-1 = 960 bp); G: GUY11 (MAT1-2 = 802 bp); B: controle negativo, sem
DNA,; 1-20 sdo isolados das 19 subpopulagdes, apresentando mating type MAT1-
2, caracterizado neste estudo; o gene AVR1-CO39 foi detectado nos isolados 4 e
8. 1=Py 10.651, 2=Py 10.873, 3=Py 9.978, 4=Py 10.830, 5=Py 10.890, 6=Py
10.182, 7=10.707, 8=Py 10.906, 9=Py 10.915, 10=Py 9.877, 11=Py 10.630,
12=Py 9.938, 13=Py 9.984, 14=Py 10.672, 15=Py 10.599, 16=Py 9.866, 17=Py
9.907, 18=Py 9.928, 19=Py 10.896, 20=Py 10.639

4.4 CARACTERIZAQAO SEXUAL DE Magnaporthe oryzae

A andlise fenotipica foi realizada em 106 isolados, confirmando, quanto ao tipo
compativel. O mating type dos isolados de M. oryzae foi identificado em MAT1-1 ou
MAT1-2, conforme Nottéghem & Silué (1992). As colbnias dos isolados de campo
analisados, que ao parearem com a colénia de GUY11 (MAT1-2) e produziram peritécios,
foram identificadas como MAT1-1 e as que produziram peritécios do lado do isolado KA-3
(MAT1-1) foram identificadas como MAT1-2. Os isolados que ndo formaram peritécio em
nenhum dos dois lados dos isolados de referéncia foram identificados como néo
determinado (N.D.), apesar dos resultados de PCR terem permitido a identificacdo
molecular do mating type.

Depois de 21 dias, quando as colonias dos trés isolados estavam crescidas e
pareadas, formou-se uma linha de encontro entre os isolados, local onde formou-se ou ndo
0s peritécios. A sexualidade dos isolados de M. oryzae foi classificada em fémea, macho
ou hermafrodita (Figura 7). Os isolados foram considerados fémeas (F) quando formaram
uma unica faixa de peritécio no seu proprio lado; machos (M) foram os que formaram uma
Unica faixa de peritécio do lado do isolado referéncia; e, isolado hermafrodita (H) aqueles
que formaram duas faixas de peritécios paralelas na intersec¢do do crescimento micelial.

Isolados que nédo produziram peritécios, ndo tiveram sua sexualidade determinada (N.D.).
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Figura 7. Pareamento do isolado de campo A=Py 10.824, B=Py 10.854, C=Py 10.630 e
D=Py 10.915, com os isolados referéncia KA-3 e GUY11, em placa de Petri,
contendo meio de cultura farelo de arroz. A e B — isolados hermafroditas
(formacéo de duas faixas paralelas de peritécios, na interseccdo do crescimento
micelial de ambos os isolados); C — isolados machos [formacdo de uma Unica
faixa de peritécio do lado do isolado referéncia (KA-3)]; D — isolados fémeas
(formacdo de uma Unica faixa de peritécio do lado do isolado testado)

Dentre os 106 isolados pareados estudados, um, ou 0,94%, foi identificado
como fémea (F): Py 10.915, pertence a subpopulacdo 8, da regido Norte, no municipio de
Formoso do Araguaia, em Tocantins, e foi isolado da cultivar IRGA 417; trés, ou 2,8%,
foram identificados como hermafrodita (H): Py 10.824, Py 10.854 e Py 10.890; 62, ou
57,9%, como macho (M); e 41, ou 38,3%, como ndo determinado, considerados inférteis



50

(I), pois ndo foi observado a formacdo da estrutura de reproducdo sexual, ndo sendo
possivel verificar em qual lado formou peritécio (Tabela 4).

Assim como a sexualidade, a fertilidade dos isolados de M. oryzae foi avaliada
apos 21 dias e foi determinada pela quantidade de peritécios formados em uma area de 1
cm? na superficie do meio de cultura de farelo de arroz. Entre os 106 isolados estudados,
37 (34,9%) foram altamente férteis (A); 4 (3,8%), medianamente férteis (M); 23 (21,7%)
apresentaram baixa fertilidade (B); 42 (39,6%) sdo inférteis (I), conforme tabela 4. A
subpopulacdo 11 foi a Gnica em que todos os isolados apresentaram o mesmo estado de

fertilidade (altamente férteis).

Tabela 4. Relacédo de isolados de campo, nimero da cole¢éo, cor da coldnia (E - escura ou
C - clara), populacédo, avaliados quanto a fertilidade e sexualidade

N. Colecéo Cor  Populacdo Fertilidade Sexualidade

Py 9.862 E E 18 Baixa Macho
Py 9.866 E E 15 Baixa Macho
Py 9.875 C C 9 Infértil Macho
Py 9.875 E E 9 Infértil Macho
Py 9.877 C E 9 Baixa Macho
Py 9.907 E E 16 Infértil N.D.*
Py 9.912 E E 16 Infértil N.D.
Py 9.928 C E 17 Alta Macho
Py 9.928 E E 17 Baixa Macho
Py 9.935 E E 6 Infértil N.D.
Py 9.936 E E 6 Infértil N.D.
Py 9.938 E E 11 Alta Macho
Py 9.940 E E 19 Alta Macho
Py 9.942 E E 19 Infértil N.D.
Py 9.943 E E 19 Infértil N.D.
Py 9.944 E E 19 Infértil N.D.
Py 9.945 E E 19 Infértil N.D.
Py 9.947 E E 15 Infértil N.D.
Py 9.948 E E 15 Baixa Macho
Py 9.949 E E 15 Baixa Macho
Py 9.950 E E 15 Infértil N.D.
Py 9.952 E E 15 Baixa Macho
Py 9.978 E E 3 Infértil N.D.
Py 9.984 E E 12 Alta Macho
Py 9.995 E E 11 Alta Macho
Py 9.996 E E 11 Alta Macho
Py 10005 E E 17 Baixa Macho



Colecéo Cor  Populagdo Fertilidade Sexualidade
Py 10.007 E E 9 Infértil N.D.
Py 10014 C E 15 Infértil N.D.
Py 10015 C E 15 Baixa Macho
Py 10017 E E 15 Baixa Macho
Py 10018 E E 15 Infértil N.D.
Py 10.182 E E 6 Alta Macho
Py 10184 E E 19 Infértil N.D.
Py 10.188 E E 6 Baixa Macho
Py 10594 E E 14 Baixa Macho
Py 10595 E E 12 Infértil N.D.
Py 10599 E E 14 Alta Macho
Py 10600 E E 2 Baixa Macho
Py 10629 E E 13 Infértil N.D.
Py 10630 E E 10 Alta Macho
Py 10631 E E 1 Infértil N.D.
Py 10636 E E 5 Infértil N.D.
Py 10639 C C 19 Alta Macho
Py 10639 E E 19 Infértil N.D.
Py 10640 E E 19 Infértil N.D.
Py 10641 E E 14 Infértil N.D.
Py 10648 E E 10 Infértil N.D.
Py 10649 E E 1 Infértil N.D.
Py 10651 E E 1 Baixa Macho
Py 10653 E E 1 Baixa Macho
Py 10662 E E 7 Baixa Macho
Py 10672 E E 13 Alta Macho
Py 10674 E E 14 Media Macho
Py 10677 E E 19 Infértil N.D.
Py 10679 E E 13 Infértil N.D.
Py 10707 E E 7 Alta Macho
Py 10712 E E 4 Alta Macho
Py 10716 E E 4 Baixa Macho
Py 10719 E E 17 Infértil N.D.
Py 10724 E E 17 Baixa Macho
Py 10725 C E 17 Infértil N.D.
Py 10727 E E 17 Alta Macho
Py 10728 E E 17 Alta Macho
Py 10729 E E 17 Alta Macho
Py 10732 E E 8 Alta Macho
Py 10733 C E 8 Alta Macho
Py 10746 E E 8 Média Macho
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Colecéo Cor  Populagdo Fertilidade Sexualidade
Py 10.753 E E 8 Infértil N.D.
Py 10755 E E 5 Baixa Macho
Py 10.760 E E 5 Infértil N.D.
Py 10761 E E 9 Infértil N.D.
Py 10768 E E 4 Infértil N.D.
Py 10.776 E E 2 Infértil N.D.
Py 10794 E E 5 Alta Macho
Py 10798 C E 5 Infértil N.D.
Py 10.798 E E 5 Infértil N.D.
Py 10806 E E 5 Baixa Macho
Py 10819 E E 4 Alta Macho
Py 10821 E E 7 Infértil N.D.
Py 10824 E E 4 Alta Hermafrodita
Py 10827 E E 4 Infértil N.D.
Py 10830 E E 4 Alta Macho
Py 10831 E E 4 Alta Macho
Py 10840 C E 17 Alta Macho
Py 10841 E E 8 Alta Macho
Py 10848 E E 8 Alta Macho
Py 10852 E E 8 Alta Macho
Py 10853 E E 8 Infértil N.D.
Py 10854 E E 8 Alta Hermafrodita
Py 10871 E E 8 Baixa Macho
Py 10873 E E 2 Alta Macho
Py 10876 E E 2 Infértil N.D.
Py 10884 E E 5 Infértil N.D.
Py 10885 E E 5 Alta Macho
Py 10890 E E 5 Alta Hermafrodita
Py 10893 E E 5 Alta Macho
Py 1089% E E 18 Media Macho
Py 10907 E E 8 Alta Macho
Py 10908 E E 8 Média Macho
Py 10909 E E 8 Baixa Macho
Py 10910 E E 8 Alta Macho
Py 10915 E E 8 Alta Fémea
Py 10919 E E 5 Baixa Macho
Py 11055 E E 5 Alta Macho
Py 11056 E E 5 Infértil N.D.

*N.D. - Sexualidade ndo determinada.
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A estrutura sexual formada do pareamento dos isolados KA-3 e GUY11l
crescidos em meio de cultura de farelo de arroz foram avaliados microscopicamente.
Através da microscopia Optica, observamos a regido de encontro das coldnias, onde foi
possivel observar a formacdo de peritécios escuros, globosos; de pesco¢o comprido,

cilindricos (Figura 8 A, B e C), ascos unitunicados, parede fina, hialino; ascdsporos longos

fusiformes, curvos, tricelulares, hialinos (Figura 8 D).

‘ A, . v N ?.. - i
Figura 8. Estrutura de reproducdo sexual de Magnaporthe oryzae, denominada peritécio
(A, B e C), constituida de ascos (D1) contendo ascdsporos (D2). Fotos obtidas

em estereomicroscopio (A e B) e microscépio 6tico (C e D)
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O pareamento dos isolados KA-3 e GUY11 em folha de arroz esterilizada e
posta em meio de cultura de farelo de arroz revelou, a partir de imagens microscopicas
obtidas de diversos cortes, com o uso de micrdtomo, a formacdo de peritécio e
protoperitécio, na epiderme da folha do arroz (Figura 9). Podemos observar também, a
formacéo de peritécio em trés partes da folha: abaxial [parte superior, ventral (Figura9 B e
C)], adaxial [parte inferior, dorsal (Figura 9 D e E)] e no interior [entre as epidermes,

subepidermial (Figura 9 F)].

o ; , 0 A e
Figura 9. Cortes longitudinais de protoperitécios e peritécios formados durante
pareamento dos isolados KA-3 e GUY11, em folhas de arroz esterilizadas. A —
protoperitécio na epiderme da folha de arroz; B e C — peritécios e protoperitécios
na epiderme abaxial da folha; D e E — peritécios na epiderme adaxial da folha; F

— protoperitécio e peritécio na subepidermais (entre as duas camadas de

epiderme da planta)

. <

e
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Com auxilio do microscépio eletronico de varredura, foi possivel observar a
formacdo de peritécios em conjunto, isolados e formados em uma mesma coldnia
juntamente com a fase assexual deste fungo, caracterizada pela presenca de conidios
(Figura 10).

) N
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Figura 10. Peritécios de Magnaporthe oryzae, formados durante o pareamento entre KA-3
e GUY11, registrados por microscopia eletrénica de varredura. A e B —
conjunto de peritécios, submersos no micélio, desenvolvidos sobre folha de
arroz; C — peritécio isolado submerso e recoberto por micélio; D — conidios
(seta) e peritécio formados lado a lado



5 DISCUSSAO

Este trabalho relata a primeira andlise, realizada no Brasil, com subpopulagtes
de Magnaporthe oryzae, identificadas por Gongalves (2013), coletadas de todas as regides
produtoras de arroz do pais, para determinacdo da presenca dos idiomorfos MAT1-1 e
MAT1-2 do gene mating type e do gene AVR1-CO39; as caracteristicas sexuais como a
sexualidade e fertilidade também foram avaliadas. Os resultados indicam apenas um tipo
compativel (MAT1-2), o qual encontra-se presente em todas as subpopulacdes amostradas,
totalizando 208 isolados de campo, enquanto somente dois isolados apresentaram o gene
AVR1-CO39. Foi relatado também que, entre os 106 isolados analisados para sexualidade e
fertilidade encontrou-se trés hermafroditas e uma fémea-fértil, todos com alta fertilidade.

Os resultados sobre as caracteristicas sexuais de M. oryzae sdo importantes,
pois, se confirmada a reproducdo sexuada, as estratégias de controle devem ser alteradas.
Devido a rapida suplantacdo de resisténcia das cultivares, novas estratégias podem auxiliar
na selecdo e identificacdo de novas resisténcias como forma de reduzir as perdas causadas
pela brusone. Conforme McDonald & Linde (2002), a recombinacdo aumenta a
probabilidade de combinacBes alélicas favoraveis serem geradas, selecionadas e
rapidamente disseminadas, comprometendo, assim, estratégias de controle como a
exclusdo de subpopulacdo e piramidizacdo que apresentam probabilidades de falhas, se o
patdgeno apresentar reproducdo sexuada.

O estudo do gene AVR1-CO39 apresenta grande importancia, pois ele é
utilizado como referéncia em estudos de populacdo e a cultivar CO39 é muito utilizada em
pesquisas, por razdo das isolineas. Assim sendo, este estudo é de grande importancia ao
melhoramento de plantas, pois com a rapida suplantacdo da resisténcia € preciso ter
informacdes de quais genes de aviruléncia estdo sendo perdidos, para utilizar o respectivo
gene de resisténcia em novas cultivares. Os dados obtidos neste trabalho complementam os
dados apresentados por Gongalves (2013).

Isolados de campo: Os isolados de campo utilizados foram anteriormente
estudados por Gongalves (2013), o qual organizou a estrutura populacional de isolados,

com o intuito de rastrear a variabilidade genética de M. oryzae em regibes produtoras de
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arroz no Brasil. Assim, os resultados apresentados neste trabalho refletem a populacédo
brasileira.

No estudo de Goncalves (2013), ao analisar o setor formado na colonia
monoconidial, foi detectado que os isolados, oriundos da col6nia formadora de setor,
classificaram-se como patétipos diferentes, e o0s marcadores SSR identificaram
variabilidade genética entre eles. Essa diferenga nos levou a analisar se entre 14 isolados
monoconidiais, com col6nia formadora de setor (totalizando 28 individuos), haveria
alguma mudanca quanto as caracteristicas genéticas estudadas no presente trabalho. Foi
observado que ndo houve relacdo da cor da colbnia a0 mating type e/ou gene de
aviruléncia.

Conforme Punkari & Henrici (1933) a formacdo de setores é facilmente
observada em publicacdes sobre colbnias de leveduras. Segundo Prabhu & Filippi (2006),
estes setores ocorrem comumente e sdo formados durante o estabelecimento de isolados
monoconidiais de M. oryzae, e relatam que setores formados de um isolado, ao serem
inoculados em plantas de arroz causaram diferentes reacGes de resisténcia e
suscetibilidade, quando comparado a coldnia principal.

Punkari & Henrici (1933) relataram, em um estudo minucioso, que a formagao
de setores pode ocorrer devido a gradiente metabdlico ou mudancas semelhantes a
mutacdo. Suzuki (1965) atribuiu este evento, em partes, a dissociacdo de heterocarioticos.

No presente trabalho, foi observado que algumas coldnias, que se tornaram
claras, se mantiveram claras (Py 9.875, Py 10.639 e Py 10.839), com isso para estes
isolados h& a possibilidade da mutacéo ser a causa da formacdo de setores destas coldnias
estudadas, como proposto por Punkari & Henrici (1933). Porém foi observado, também,
que a coloracdo das colbnias de 18 isolados (Tabela 1 e 4) ndo se mantiveram claras,
assim, hipotetizamos que a razdo da formacdo de setores € devida a fatores como a
oscilacdo da incidéncia de luz, temperatura, umidade, homogeneidade do meio de cultura,
antibiotico, que pode influenciar no metabolismo do fungo, sendo necessario novos
experimentos que abordem este assunto. Foi observado também que a coloracdo da coldnia
de somente um (Py 10.779), dentre estes 18 isolados, passou de escura para clara,
mostrando um baixo potencial para a perda de uma das principais caracteristicas
necessarias para penetracao deste fungo, a melanina, o que indica um possivel mecanismo
de regulacdo de expressdo génica. Para um conhecimento mais aprofundado quanto a
formagéo de setores, outros estudos, comparando formadores e ndo de setores, sé@o

necessarios.
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Gene AVR1-C039: O patossistema M. oryzae-arroz € explicado pela interagao
gene-a-gene (Flor, 1971) em que, os genes de aviruléncia (Avr) do patdgeno apresentam
uma correspondéncia com genes de resisténcia (R) do hospedeiro (Silué et al., 1992). Entre
0s 208 isolados analisados, somente os isolados Py 10.830 e Py 10.906, equivalendo a
0,96% da colecdo estudada, apresentou este gene (Tabela 1). Estes isolados pertencem a
subpopulacdes 4 e 8; da regido Centro-Oeste e Norte; e foram isolados da cultivar EPAGRI
116 e IRGA 417, respectivamente.

A caracterizagdo quanto ao gene de aviruléncia AVR1-CO39, somou-se aos
resultados de Gongalves (2013), que ao realizar os testes de patogenicidade observou que,
aproximadamente, 74% dos isolados foram capazes de infectar a cultivar CO39, que possui
0 gene de resisténcia Pi-CO39. Farman et al. (2002) descobriram que todos os isolados que
infectaram o arroz apresentaram rearranjos no locus AVR1-CO39 que tornou este locus nao
funcional. Esta descoberta fornece uma explicacdo molecular para o qual a maioria dos
isolados de arroz sdo virulentos em CO309.

Entre os 72 isolados avaliados, tanto para a patogenicidade na cultivar CO39,
realizada por Gongalves (2013), como a presenca do gene AVR1-CO39 do patdgeno, no
presente trabalho, 15 foram incapazes de infectar a planta, sendo que somente um (Py
10.906) destes 15, apresentou o gene AVR1-CO39, apresentando a interacdo gene-a-gene
(Flor, 1971; Silué et al., 1992). Os demais 14 isolados ndo apresentaram o gene AVR1-
CO39 e, mesmo assim, a cultivar apresentou resisténcia, indicando outro possivel
mecanismo envolvido nessa interacdo. Assim, esta resisténcia pode estar relacionada com
outros genes, sendo que estes 14 isolados podem ser fonte rica em outros genes de
aviruléncia especificos para diferentes cultivares de arroz, como foi sugerido ao isolado
2539 por Leong et al. (1994) aos resultados de Smith & Leong (1994).

Dos demais 57 isolados, os quais infectaram a CO39, 56 ndo apresentaram o
gene de aviruléncia, corroborando com os dados de outros estudos em que o0 gene de
aviruléncia ndo esta presente na maioria dos isolados que infectam o arroz (Farman et al.,
2002; Tosa et al., 2005). Porém, o isolado Py 10.830, que de acordo com Goncalves (2013)
infectou a cultivar CO39 (que apresenta o gene de R, denominado de Pi-CO39(t)), foi
detectado, neste trabalho, a presenca do gene AVR1-CO39, ou seja, mesmo apresentado o
gene AVR1-CO39 e Pi-CO39(t) aconteceu a doenca. Isso pode ser devido a auséncia de um
outro gene de aviruléncia que juntamente com gene de resisténcia especificos presente,

geraria a resisténcia; ou, mesmo com a presenca de outros genes de aviruléncia, além do
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gene AVR1-CO39, a cultivar CO39 ndo apresenta oS outros genes de resisténcia
especificos. Além disso, a resisténcia a AVR1-CO39, ndo depende somente da presenga dos
dois genes (resisténcia e aviruléncia) para que ocorra. E necessario que ndo ocorram
delecdes, nem substituicbes de alguns nucleotideos do gene, para que ndo ocorram
mudangas conformacionais na proteina, e que o motif esteja presente para auxiliar na
translocacdo, visto que este motif, aparentemente, é necessario para atividade de
aviruléncia.

AVR1-CO39 foi relatado pela primeira vez por Valent et al. (1991), e desde os
primeiros estudos para deteccdo deste gene, os isolados de arroz ja apresentavam baixa
presenca do mesmo, assim, com a deteccdo de dois isolados, somente, podemos concluir
que este gene de aviruléncia ocorre em frequéncias muito baixas na populacao brasileira.

Outra explicacdo para esta baixa frequéncia, esta na pressdo de selecdo e co-
evolugdo desse patossistema. Como a cultivar CO39 ja foi muito utilizada no estado do
Tocantins, esta baixa ocorréncia pode ser devido a uma perda de fungéo do gene AVR1-
C039, frente a evolucdo do patdgeno, pois com a presenca do gene de resisténcia, da
C039, os isolados sem 0 gene de aviruléncia ou com rearranjos no locus, sobreviveram a
pressdo de selecdo e se tornaram predominantes.

Mating type: Estudos que avaliam a distribuicdo de mating type relatam
predominio de MAT1-1 na América do Sul, 100% de MAT1-1 na Europa, MAT1-2 na Asia
e um equilibrio dos dois tipos na Africa (Galbieri & Urashima, 2008; Dayakar et al., 2000;
Consolo et al., 2005; Nottéghem & Silue, 1992; Kato & Yamaguchi, 1982; Yaegashi &
Yamada, 1986). Em um estudo mais atualizado, Saleh et al. (2012b) analisaram a
distribuicdo geografica mundial de mating types de 3.800 isolados de M. oryzae. Ambos 0s
tipos de acasalamento foram encontrados na maioria das regides do mundo (Figura 3).
Com os dados gerados por Saleh et al. (2012b), observamos predominio de MAT1-1 na
América do Sul e do Norte, 100% de MAT1-1 na Europa, MAT1-2 na Asia e na Africa.

No presente trabalho, realizado em isolados coletados nas regides produtoras
de arroz no Brasil (Norte, Centro-Oeste, Sudeste e Sul), que representam as 19
subpopulacdes, e pertencente & América do Sul, relatamos o predominio de 100% do gene
MAT1-2 em isolados de arroz. Como em outros estudos observou o predominio do gene
MAT1-1, em outros paises da América do Sul, é preciso uma avaliacdo quanto a

possibilidade de cruzamento sexual entre estes diferentes isolados.
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Através do método do pareamento, ndo foi possivel determinar o mating type e,
consequentemente, as demais caracteristicas sexuais de todos os isolados de campo, pois
apresentaram baixa habilidade/capacidade de cruzamento, assim como observado em
outros estudos (Galbieri & Urashima, 2008; Bruno & Urashima, 2001; Dayakar &
Narayanan, 2000; Silué & Nottéghem, 1990; Zeigler, 1998).

A possivel troca de material genético entre isolados de M. oryzae, ocorre apenas
entre os individuos de mating type oposto (MAT1-1 e MAT1-2) (Mekwatanakarn et al.,
1999). Como observamos uma prevaléncia de 100% de um mating type (MAT1-2), em um
primeiro momento, descartamos a hip6tese de que esteja ocorrendo reproducdo sexuada,
em condicdes de campo no Brasil. Porém, a possibilidade de ocorréncia da reproducao
sexuada, mesmo com os isolados apresentando somente um tipo compativel, é plausivel
quando detecta-se a ocorréncia de mating type oposto ao dos isolados de arroz, em outras
hospedeiras alternativas/secundarias, ou outra cultura (Galbieri & Urashima, 2008; Bruno
& Urashima, 2001; Urashima et al., 1993), podendo ocorrer na entre safra do arroz (Saleh
et al., 2012b), e/ou em uma mesma area.

Maciel et al. (2014) observaram ambos mating types em quase todas as
populacdes de M. oryzae que infectam trigo e, juntamente com Galbieri & Urashima
(2008), Bruno & Urashima (2001), Urashima et al. (1993), relatam a alta incidéncia de
MAT1-1 em isolados de trigo e outros hospedeiros, além da possibilidade de haver um
predominio de MAT1-1 em hospedeiros alternativos/secundarios, e em Magnaporthe sp.
que sobrevivem na palhada, abre a possibilidade de ocorrerem tipos compativeis opostos
entre isolados de diferentes culturas. Consequentemente, devemos considerar que ha
condicGes bioldgicas para o pareamento/compatibilidade, necessaria para posterior
reproducdo sexuada entre os isolados de M. oryzae. Contudo, a ocorréncia de mating types
opostos é um dos trés requisitos para que o evento da reproducdo sexuada seja bem
sucedido, sendo necessario que 0s tipos opostos sejam de sexos opostos e férteis.

Sexualidade: Houve um predominio de isolados machos (fémeas-estéreis)
(~58%), daqueles que tiveram a sexualidade determinada, o que esta de acordo com as
observagdes de Zeigler (1998), de que a maioria dos ascomicetos sdo fémeas-estéreis.
Apesar do predominio de isolados machos, encontrou-se, entre os isolados analisados, a
presenca de trés hermafroditas e uma fémea-fértil, sendo este o primeiro relato da presenca

no Brasil. Sdo raros estes tipos de isolados fora do centro de origem do arroz, sendo que
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somente outros dois isolados fémeas-férteis foram identificados fora dessa regido, na
Guiana Francesa (Saleh et al., 2012b).

De acordo com Bruno & Urashima (2001), para que haja cruzamento sexual
entre diferentes isolados é necessario que haja hermafroditismo e feminilidade. Apesar do
predominio de machos, em todos os estudos, para que haja cruzamento sexual é necessario
ndo somente da fémea-fértil, mas sim de um equilibrio quanto a sexualidade, ndo
dependendo de isolados hermafroditas, também pouco encontrados. Além de que,
conforme Saleh et al. (2012a), a fertilidade feminina de isolados de arroz pode ser perdida
em culturas assexuais in vitro, o que é explicado pela ocorréncia de mecanismos genéticos
como mutacdes, delecdo do gene ou expressivos grandes rearranjos cromossomicos (Xu,
2002). O resultado dessa perda da fertilidade feminina também é explicado por Leslie &
Klein (1996), os quais justificam através da feminilidade ser geneticamente complexa e
devido as muitas mutacGes Unicas diferentes. Com essa facil perda in vitro, ndo pode se
concluir que a caracteristica fémea-fértil seja, também, facilmente perdida na natureza,
podendo estar em equilibrio; e também ndo podemos concluir que todos os isolados
identificados como machos-férteis, ndo sejam hermafroditas, ja que ha esta facil perda da
fertilidade feminina in vitro.

Fertilidade: Apesar de aproximadamente 40% dos isolados representantes do
Brasil serem inférteis, em torno de 35% sdo altamente férteis. O Unico isolado fémea
identificado (Py 10.915) e os trés hermafroditas (Py 10.824, Py 108.54 e Py 10.890)
apresentam alta fertilidade. Saleh et al. (2012a) concluiram que o namero de peritécios
reflete a proporgdo do tipo selvagem dos individuos fémeas-fértéis restantes na populacgéo.
Apesar de Park et al. (2010) afirmarem que o genoma de M. oryzae é estavel apds 10
geracGes em meio artificial e em plantas, Saleh et al (2012a) observaram uma diminui¢édo
gradual na producdo de peritécios até alcancar a esterilidade feminina completa, indicando
que a reproducéo assexual induz a perda répida e permanente da capacidade de reproducéo
sexual de isolados fémeas-férteis. S&o necessarios mais estudos do genoma e de genémica
funcional para que encontremos genes, que poderiam estar relacionadas com a sexualidade
e fertilidade dos individuos de M. oryzae.

Como podemos observar em trabalhos como o de Leung & Williams (1985),
Consolo et al. (2005) e Bruno & Urashima (2001) ha uma variagdo quanto a area, na placa
de Petri, a ser avaliada, para o nimero de peritécios formados, sendo eles 5mm?, 1 cm? e
25 mm?, respectivamente. Isso faz com que os resultados mundiais ndo possam ser

comparados. Neste trabalho, utilizamos o0 meio termo das opg¢des disponiveis na literatura
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(1 cm?), sendo necessaria uma padronizagio para o estudo desse parametro. Apesar de a
literatura ter como indicativo a anélise de fertilidade através do numero de peritécios
formados em uma determinada area, ao conduzir este trabalho, acreditamos que a
fertilidade deva ser avaliada também, através da capacidade dos peritécios formados de
produzir ascos e ascosporos e até mesmo a viabilidade destes ascOsporos poderia ser
considerada como critério de avaliacdo da fertilidade.

Variabilidade: O emprego de métodos inadequados para selecdo de genotipos
resistentes (Chen et al., 1995), e o uso intensivo de determinadas cultivares muito proximas
geneticamente, contribuem para a instabilidade da resisténcia genética observada em
campo (Zhu et al., 2000). Diferentes estratégias de melhoramento tém sido adotadas para o
aumento da durabilidade da resisténcia e estas requerem conhecimentos sobre a estrutura
da populacdo do patdgeno (Silva, 2004). Um dos fatores da estrutura de populacdo que
interfere na estratégia de melhoramento sdo os mecanismos de variabilidade genética em
fungos. Scheuermann et al. (2012), sugeriram que mecanismos diferentes atuam de modo a
criar variabilidade genética em M. oryzae. De acordo com (Kistler & Miao, 1992), os
principais mecanismos de variabilidade presente neste fungo sdo: recombinacdo sexual,
parassexualidade e a ocorréncia de mutagdes.

Apesar do peritécio, o qual evidencia a reproducdo sexual, ainda ndo ter sido
encontrado em campo, o alto nivel de diversidade apresentada por M. oryzae nos leva a
considerar que exista a recombinacdo genética neste fungo. Com os dados apresentados no
presente trabalho (isolados hermafroditas e fémea férteis; MAT1-2 em isolados de arroz),
em conjunto com outros trabalhos (prevaléncia de MAT1-1 em outras gramineas), existe a
possibilidade que a grande variabilidade observada desse fungo pode estar ocorrendo por
conta da reproducdo sexual. Além disso, a observacdo da formacdo de peritécio dentro da
folha de arroz in vitro levanta a possibilidade de este evento ocorrer dentro da planta, o que
precisa ser investigado em condi¢fes de campo, para saber se tais estruturas ndo foram
observadas até hoje devido a isso.

Com a possivel raridade da ocorréncia do ciclo sexual em campo, a
recombinacdo parassexual em M. oryzae pode ser uma alternativa para a geragdo de
variabilidade, visto que, para a fusdo de hifas, é necessaria a presenca de individuos com
diferentes mating types, assim como na reprodugdo sexuada. Estudos visando evidenciar a
possibilidade de ocorréncia de parassexualidade em condi¢Ges de campo no Brasil sdo

necessarios para tentar melhor entender a geracéo de patotipos de M. oryzae.


http://www.researchgate.net/researcher/75416838_Klaus_Konrad_Scheuermann

6 CONCLUSAO

Neste trabalho, pudemos concluir que as subpopulacfes de Magnaporthe oryzae
dos campos produtores de arroz do Brasil sdo compostas de isolados que possuem o0 gene
idiomorfo MAT1-2. Dos isolados testados, pudemos observar trés isolados hermafroditas e um
isolado fémea-fértil, todos com alta fertilidade, o que é um evento raro de ser encontrado fora
do centro de origem do arroz, sendo, apenas, o segundo local relatado até hoje. Além disso,
aproximadamente 60% dos 106 isolados testados apresentaram algum grau de fertilidade.

Dentre os isolados testados, apenas dois apresentaram o0 gene AVR1-CO39,
evidenciando a perda ou rearranjos expressivos desse gene em isolados que infectam arroz
devido a pressao de selecdo. O isolado Py 10.830, apesar de possuir o gene, foi capaz de
infectar a cultivar CO39, indicando que mutagdes possam ter ocorrido nesse gene tornando
seu efetor irreconhecivel pela proteina produzida pelo gene de resisténcia Pi-CO39(t).
Estudos da sequéncia do gene AVR1-CO39 do isolado Py 10.830 sdo de interesse para
entender se mutacGes podem ter sido a causa desse evento, o que seria de grande valia para
entender melhor a interagdo do gene de aviruléncia com o gene de resisténcia.

Devido a grande variabilidade e geracdo de patétipos de M. oryzae, acreditamos
gue a recombinacdo genética deste fungo possa estar ocorrendo em campo, mesmo que
apenas um mating type tenha sido relatado para isolados que infectam o arroz. A presenca do
outro mating type em isolados de outras gramineas, assim como a observagdo de peritécio
sendo formado no interior da folha de arroz in vitro, levanta a possibilidade de ocorréncia de
reproducdo sexuada e uma possivel razdo do porque as estruturas sexuais nunca foram
relatadas em campo. Além da recombinagdo sexuada, a presenca de isolados, mesmo que de
culturas diferentes, com ambos os mating types, levanta a possibilidade de, pelo menos, estar
ocorrendo a recombinacéo parassexual.

Atraveés dos dados obtidos nesse trabalho, pudemos caracterizar as subpopulagdes
de M. oryzae e levantar questdes que precisam de uma melhor investigagdo para
conseguirmos entender melhor a interacdo arroz/M. oryzae, visando utilizar um método de
controle mais efetivo, para reduzir a incidéncia da doenca e, consequentemente, melhorar a

producdo e qualidade dos gréos.
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