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INTRODUGAO

No Brasil, o arroz é cultivado em dois diferentes sistemas de plantio: varzeas e
terras altas. Um dos fatores relacionados a baixa produtividade da cultura é o ataque de
doengas, principalmente a brusone, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae (LIU et al.,
2010). A variabilidade elevada das populagdes € indicada como a principal responsavel pela
instabilidade das resisténcias a esse patégeno (KOIZUMI, 2007).

As populagbes de M. oryzae sdo compostas por ragas fisiolégicas, ou patétipos,
com caracteristicas distintas de viruléncia. A diversidade das populagdes é determinada
pela variedade e distribuicdo dos patétipos, definidos com base nas reagdes de resisténcia
ou suscetibilidade de uma série internacional, composta por oito cultivares diferenciadoras
(ATKINS et al., 1967). Uma série de 29 linhagens isogénicas, derivadas da cultivar japonica
suscetivel Lijiangxintuanheigu (LTH) e portadoras de 22 genes de resisténcia, foi
desenvolvida a fim de diferenciar a capacidade dos patétipos em suplantar genes de
resisténcia (TSUNEMATSU et al.,, 2000). O objetivo deste trabalho foi quantificar a
diversidade e a complexidade dos patétipos de M. oryzae oriundos de sistemas de cultivos
de varzeas (irrigado) e de terras altas (sequeiro), utilizando-se a série diferenciadora
internacional e a série de linhagens isogénicas.

MATERIAL E METODOS

A viruléncia de 57 isolados de M. oryzae coletados no ano agricola 2008/09 foi
determinada em casa-de-vegetagdo. Trinta e oito isolados oriundos do sistema irrigado
foram avaliados pela série diferenciadora internacional e, desses, 36 isolados foram
testados pela série de linhagens isogénicas LTH. Os outros dois isolados foram eliminados
das anadlises nas linhagens isogénicas em fungédo do elevado numero de dados faltantes.
Dezenove isolados de terras altas foram analisados nas duas séries. Cada isolado foi
cultivado em meio de cultura BDA e, apds sete dias, fragmentos de micélio foram
transferidos para meio de aveia (VALENT et al., 1986). As placas foram mantidas a 25 °C
por 15 dias e, apds este periodo, para indugéo da esporulagéo, o micélio foi submetido a
estresse por raspagem superficial com alga de vidro. As placas destampadas foram entédo
mantidas sob luz fluorescente por 72 horas. O in6culo foi preparado por meio de inundagao
das placas de Petri com agua destilada e raspagem superificial da cultura. A suspensao de
conidios foi quantificada em camara de Neubauer e ajustada para a concentragso de 3 x 10°
conidios por mililitro.

Cerca de 15 sementes de 16 gendtipos das séries diferenciadoras foram plantadas
em cada bandeja plastica (30x15x10cm). Quinze dias ap6s a germinagéo, as plantas de
cada bandeja foram inoculadas com 30 ml da suspensdo de conidios, utilizando-se um
pulverizador deVillbiss. Apds a inoculagéo, as plantas foram mantidas em camara umida
entre 19 e 21°C por 24 horas, sendo posteriormente mantidas entre 25 e 29°C e umidade
superior a 80%.
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A avaliagdo da severidade da doenga nas folhas foi realizada sete dias apos a inoculagao
das plantas, utilizando-se a escala de notas de Leung et al. (1988), com modificagbes: 1 - auséncia
total de lesdes; 2 - pequenas lesdes amarronzadas do tamanho de cabegas de alfinete; 3 - lesdes
pequenas, pouco alongadas e com auséncia de esporulagao; 5 - lesdes tipicas, com esporulagéo
abundante, isoladas ou coalescentes; 7- lesdes esporulantes, coalescentes e que ocupam mais de
50% da area foliar; 9 - murcha e morte das folhas.

A diversidade de patétipos foi determinada utilizando-se os indices N1 (SHANNON e
WEAVER, 1949) e G (STODDART e TAYLOR, 1988). Ambos medem o efeito proporcional da
abundancia e da distribuicdo dos diferentes patotipos, sendo G inversamente proporcional a N1.
A riqueza foi estimada utilizando-se curvas de rarefagdo baseadas no tamanho da amostra da
menor populagdo e calculada através do pacote R Vegan (R DEVELOPMENT CORE TEAM,
2008). Para avaliar a distribuicdo das populagdes, foi adicionado o indice de equitabilidade E5
(LUDWIG e REYNOLDS, 1988). Utilizando-se o programa computacional SAS macro <jackboot.
sas> (disponivel on line a partir do SAS Institute, Cary, NC), os patétipos foram submetidos a 1.000
reamostragens (bootstrapping) a um intervalo de confianga de 95%. O programa foi modificado
para permitir o calculo de indices de diversidade, de equitabilidade, intervalos de confianga e de
dois indices de complexidade de viruléncia, Ci e Cp (GRUNWALD et al., 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A diversidade refere-se a variedade especifica ou interespecifica em uma determinada
comunidade, habitat ou regido. Neste trabalho, a populagéo de isolados oriundos do sistema
irrigado apresentou maior diversidade do que a populacdo de isolados de terras altas, medida
pelos indices N e G, tanto através da série internacional quanto da série composta por linhagens
isogénicas (Tabela 1). Para os patétipos oriundos do sistema irrigado, o valor de N,, estimado
pela série diferenciadora internacional, foi de 21,095 e o valor de G foi de 0,054, enquanto que
N, para patétipos oriundos do sistema de terras altas foi 4,407 e G foi 0,363. De maneira similar,
utilizando-se as linhagens isogénicas, os patétipos oriundos de sistema irrigado apresentaram
maior diversidade em ambos os indices (N;=26.706 e G=0,051), comparados aos patétipos do
sistema de terras altas (N,=12,44 e G=0,108).

A diversidade também pode ser medida através de dois indices: riqueza (nUmero de
patétipos presentes em um determinado ambiente) e equitabilidade (distribuigdo dos patétipos no
ambiente). Também nesse caso, tanto para a série internacional quanto para as linhagens
isogénicas, foi detectada maior diversidade na populagéo de isolados do sistema irrigado do que
na populacéo de terras altas, tanto pela riqueza de patétipos (respectivamente, 24 e 8 patétipos,
pela série internacional, e 31 e 15 patdtipos, pelas linhagens isogénicas) quanto pela
equitabilidade (respectivamente, Es=0,872 e E;=0,515, pela série diferenciadora, e Es=0,725 e
Es=0,722, pelas linhagens isogénicas).

Embora tenha sido detectada menor diversidade dos isolados oriundos de cultivos de
terras altas, esses isolados foram capazes de suplantar mais genes de resisténcia do que os
isolados de sistema irrigado, conforme medido pelos indices de complexidade Ci, que avalia o
numero médio de genes de viruléncia por isolado, e Cp, que considera o nimero médio de alelos
de viruléncia por patétipo. Por esses indices, os isolados do sistema de terras altas
apresentaram valores de Ci=6,32 e de Cp=5,5, utilizando-se a série de diferenciadoras
internacionais, e de Ci=26,32 e de Cp=25,6, com as linhagens isogénicas, enquanto os isolados
do sistema irrigado apresentaram Ci=4,16 e Cp=3,67, utilizando-se a série de diferenciadoras
internacionais, e Ci=24,03 e Cp=23,23, com as linhagens isogénicas.

Uma estrutura genética altamente variavel é a principal caracteristica das populagdes de
M. oryzae em todo o mundo (THARREAU et al., 2009). Tanto a série diferenciadora internacional
quanto as linhagens isogénicas foram capazes de captar essa variabilidade nas populagdes
nacionais. Adicionalmente, os resultados aqui obtidos indicam alta complexidade das
populagdes, o que frequentemente é atribuido a instabilidade genética desse patégeno e a perda
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de genes de aviruléncia (THARREAU et al., 2009). Entretanto, a constituicdo dos genes de
resisténcia e a consequente pressdao de selecdo sobre os genes de aviruléncia somente
explicam uma pequena parte do mecanismo associado ao padrdo aqui observado de variagéo
patogénica, uma vez que a maioria das cultivares de arroz plantadas comercialmente no Brasil
nao apresenta genes maiores de resisténcia a M. oryzae. Ao lado da pressédo de selegéao,
mutagdo e migragdo tém sido apontadas como as principais forgas atuando na geragao de novas
viruléncias em M. oryzae (THARREAU et al., 2009; LIU et al., 2010). Nosso entendimento, no
entanto, de como esses mecanismos atuam na geragéo e na distribuicdo de novos patoétipos e,
consequentemente, participam da formagdo da variabilidade genética de populagoes desse
patdgeno nas regides produtoras e nos sistemas de cultivo nacionais, permanece limitado.

Tabela 1. Diversidade de patétipos em diferentes populagdes de Magnaporthe oryzae, utilizando-
se duas séries de plantas diferenciadoras.

(2)

Série Internacional” Linhagens Isogénicas'

Estatistica Total Total
Irrigado Terras Altas Irrigado Terras Altas
Tamanho da
populagéo 38 19 57 36 19 55
indices de
Riqueza
Gos'” 24 8 31 15
Omax 256 256 229 229
indices de
diversidade
Ny 21,095 4,407 26,706 12,44
(17,619-24,572)  (2,537-6,278) (22,213-31,199) (9,445-15,435)
G 0,054 0,363 0,051 0,108
(0,029-0,079) (0,146-0,580) (0,013-0,089) (0,021-0,195)
indices de
equitabilidade
Es 0,872 0,515 0,725 0,722
(0,776-0,967) (0,346 — 0,685) (0,559-0,891) (0,547-0,897)
indices de
complexidade
C; 4,16 6,32 4,88 24,03 26,32 24,82
C, 3,67 55 4,35 23,23 25,6 23,72

1)
2)

Raminad, Zenith, NP125, Usen, Dular, Kanto51, ShaTioTsao e Caloro
IRBLac-A (Pia), IRBLac-C (Pia), IRBLI-F5 (Pii), IRBLks-F5 (Pik-s), IRBLks-S (Pik-s), IRBLk-Ka (Pik ), IRBLkp-K60 (Pik-p),

IRBLz-Fu (Piz), IRBLz5-CA (Piz-5), IRBLzt-T (Piz-t), IRBLta-K1 (Pita), IRBLt-K59 (Pit ), IRBLsh-S (Pish), IRBLsh-B (Pish), IRBL1-
CL (Pi1), IRBL3-CP4 (Pi3), IRBL5-M (Pi5), IRBL7-M (Pi7), IRBL9-W (Pi9(t)), IRBL12-M (Pi12(t)), IRBL19-A (Pi19(t)), IRBLkm-Ts
(Pik-m), IRBL20-IR24 (Pi20), IRBLta2-Pi (Pita-2), IRBLta2-Re (Pita-2), IRBLta-CP1 (Pita), IRBL11-Zh (Pi11(t)), IRBLz5-CA (Piz-5)
elLTH

(S)Qm, numero de patétipos observados; gmax, NUMero maximo de patétipos esperados

Intervalo de confianga calculado por “bootstrapping”, utilizando-se n da menor populagéo
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CONCLUSAO

As populagdes de M. oryzae de sistema irrigado apresentam maior diversidade de
patétipos, enquanto as populagdes de terras altas apresentam complexidade mais elevada,
quando analisadas tanto através da série diferenciadora internacional quanto das linhagens
isogénicas. A despeito dessas diferencas, ambas as populagdes apresentam altas
variabilidade e complexidade, o que torna vulneravel qualquer resisténcia que venha a ser
utilizada no campo.

O monitoramento da estrutura das populagbes de M. oryzae e a avaliagdo da
dinamica temporal dos genes de aviruléncia no campo providenciariam ferramentas valiosas
para a previsdo da emergéncia de novas viruléncias. Essas informagbes, somadas ao
conhecimento dos genes de resisténcia disponiveis para os programas de melhoramento,
deveriam constituir a base da tomada de decisdo para os programas visando resisténcia.
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