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Introducéo

A brusone, causada pelo fungo Pyricularia oryzae, € a doenca mais importante da cultura
do arroz em todo o mundo (FILIPPI et al., 2015). O mecanismo de resisténcia do arroz a brusone
€ baseado na interacdo gene-a-gene, entre genes de resisténcia (R) da planta e genes de
aviruléncia (AVR) do fungo. Quando o patdgeno perde ou modifica esses genes AVR por
mutagBes pontuais, insercdes/dele¢bes (indels) ou completa auséncia génica, a planta néo
consegue mais reconhecer o invasor, resultando em falha da resposta de resisténcia (Valent et
al., 2025). A presséao seletiva para que essas alteracfes se mantenham nas populagdes de P.
oryzae ocorre quando se utiliza, por varias safras consecutivas, cultivares com o mesmo perfil
de resisténcia, promovendo a selecao de patétipos virulentos, fator predominante para a continua
guebra de resisténcia (PRABHU et al., 2002).

A area semeada de arroz no RS se caracteriza pela forte concentragdo em poucas
cultivares. Na safra de 2024/25 a cultivar com maior area semeada no RS, IRGA 424 RI foi
responsavel por 54,47% da area (IRGA, 2025). Estudos recentes no RS indicam que a maioria
das cultivares utilizadas na regido compartilha os mesmos genes R, como Piz5 e Pita (IRGA,
dados ndo publicados). Essa uniformidade genética facilita a disseminagdo de isolados
adaptados. O objetivo do presente estudo é comparar as alteracdes do padréo de viruléncia de
isolados de amostras coletadas somente da cultivar IRGA 424 RI, comparados a isolados
representativos do conjunto de cultivares semeadas no RS.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado em casa de vegetacéo na Estacdo Experimental do Arroz do IRGA
(EEA/IRGA), localizada no municipio de Cachoeirinha/RS. Foram coletadas 165 amostras de
cultivares de arroz com sintomas caracteristicos de P. oryzae nas Regides Orizicolas do Estado
entre 2016 e 2024. As amostras coletadas foram encaminhadas para o Laboratério de
Fitopatologia do IRGA, onde foram analisadas pelo método de diagnose, para a confirmacao da
presenca de esporos de P. oryzae. Confirmando-se a presenca de brusone, foi realizado o
isolamento monospaorico e posterior crescimento do patégeno em meio de cultura a base de FAA
(farelo de aveia, agua e agar). Apos, o fungo foi repicado e armazenado a uma temperatura de -
20°C para posterior inoculagdo (FUKUTA et al., 2009). Foi selecionado um grupo de linhagens
isogénicas contendo genes 0s seguintes genes de resisténcia: Pita, Pita2, Pik, Pi-ii, Pizt e Pi9.

As sementes das linhagens foram germinadas em B.O.D por 120 horas e, ap0s esse
periodo, foram transplantadas, individualmente, cinco plantulas de cada cultivar, além do
controle, para tubetes de polipropileno atéxico de 290 cm3, contendo substrato. Passados 23 dias
do transplante, com as plantas em estadio V3, realizou-se a inoculacdo. Cada isolado de P.
oryzae utilizado na avaliagdo foi previamente incubado em placas com meio de cultura FAA. Para
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a inoculacao, foi acrescentada uma solucdo a base de gelatina incolor, Tween 20 e agua
destilada nas placas, que foram raspadas com pincel esterilizado, obtendo-se uma suspenc¢éo
de 20 mL de esporos, a qual foi inoculada utilizando um compressor via aspersao foliar. As
plantas foram mantidas em camara Umida por 24 horas antes e 72 horas apdés inoculadas de
modo a favorecer a infec¢do do isolado. A avaliacdo ocorreu 13 dias ap6s a inoculagéo e teve
como base o critério de decisdo de resisténcia a brusone para linhas monogénicas LTH, em
escala desenvolvida pelo Centro Internacional de Pesquisa Agricola do Japéao (FUKUTA et al.,
2009). As reacdes foram classificadas como de resisténcia ou suscetibilidade.

Para a extracdo de DNA o micélio de P. oryzae foi cultivado em caldo de farelo de aveia
a 28°C, pH 6,0 e incubado em agitador a 120 rpm por sete dias. O micélio do fungo foi coletado
do caldo. O DNA genbmico foi extraido usando o método de brometo de cetil-trimetil-aménio
(CTAB) e usado nos experimentos (LEE et al., 1988). A concentracdo de DNA gendmico foi
determinado no Fluorémetro Qubit3.0 (ThermoScientific Inc, EUA). O PCR para amplificacdo dos
DNAS dos AVRs e a identificagdo dos fragmentos foram realizados de acordo com CHENG et
al. (2020).

Resultados e Discusséao

A andlise da fenotipagem e genotipagem dos 165 isolados revela uma alteracéo
importante do padrdo de viruléncia quando comparamos os isolados obtidos de amostras da
cultivar IRGA 424 RI com os isolados do conjunto das cultivares. Para esta analise, foi avaliada
a alteracdo da funcionalidade, através da fenotipagem da viruléncia nas linhagens isogénicas, e
da presenca (ou alteracéo do fragmento) da regido codificante do DNA de 5 genes de P. oryzae:
AVR-Pii, AVR-Pita, AVR-Pizt, AVR-Pik e AVR-Pi9 - Figuras 1 e 2). O AVR-Pita foi analisado em
duas possiveis interacdes: AVR-Pita x Pi-ta e AVR-Pita x Pi-ta2. A funcionalidade foi verificada
através da inoculacdo em linhagens isogénicas de arroz contendo os respectivos genes R.
Isolados sem alteracdes de um determinado gene e que foram incompativeis com a linhagem
isogénica contendo o respectivo gene R foram considerados funcionais. J& os que nao
apresentaram alteracdes nos AVRs através da andlise do fragmento, mas foram compativeis,
foram considerados néo funcionais, possivelmente devido a casos de mutacéo pontual. Isolados
que ndo apresentaram o gene AVR (AVR ausente) ou que apresentaram alteracao do fragmento
(insercdo ou delecdo do gene AVR), e que ainda apresentaram reacfes compativeis com a
respectiva linhagem isogénica, também foram considerados nao funcionais.

O resultado mais impactante é a auséncia de isolados com AVR Pita funcional entre os
isolados obtidos somente de IRGA 424 RI. Esse resultado indica principalmente que a perda do
gene desse AVR ou, em menor frequéncia, possiveis mutacdes podem ter sido uma das causas
da quebra de resisténcia dessa cultivar na safra 2018/19 (MARIOT et al., 2020). Outro caso
importante é a reducao de isolados funcionais para AVR Pizt entre os coletados de IRGA 424 R,
indicando que esse pode se tratar de uma segunda mutagcdo que tenha causado a perda de
resisténcia dessa cultivar. A maior presenga de inser¢des, delecdes e mutagdes pontuais nos
genes AVR-Pita e AVR-Piz-t pode indicar um histérico de uso mais intenso de genes R
correspondentes nas cultivares com maior area semeada, levando a selecdo de variantes
virulentas. Por outro lado, dois genes, AVR Pi-ii e AVR Pi9 apresentam uma maior frequéncia
em isolados de IRGA 424 RI. A auséncia de resisténcia dessa cultivar a esses isolados é um
indicativo da auséncia dos respectivos genes R em IRGA 424 RI.
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Genotipagem  Fenotipagem Interpretagao
v Yx" R AVR funcional
a—dV = @AR+
~ Y\ s AVR nao funcional (mutagdo pontual)
el y(' R AVR néo funcional (Indel) - inconclusivo
ad9 = i AR-
~. Y\ s AVR nio funcional (indel)

y:' R AVR ausente - inconclusivo
o

iV - ® AVF_: Y\ s AVR ausente

A

Figura 1. Interpretacdo das interacdes entre isolados de P. oryzae e
linhagens isogénicas.
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Figura 2. Frequéncia de funcionalidade de genes AVR de P. oryzae
InteracBes entre isolados obtidos de diversas cultivares de
arroz irrigado (A) e isolados obtidos da cultivar IRGA 424 Rl

(B).
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Conclusoes

Os isolados obtidos de IRGA 424 Rl apresentam alteracdo da viruléncia em relacdo aos
isolados obtidos de todas as cultivares. Estas alteracdes explicam a perda de resisténcia dessa
cultivar e indicam a vulnerabilidade de outros genétipos com mecanismos de resisténcia similar.
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