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RESUMO GERAL
DIAS NETO, Justino José. Mapeamento genético de QTLs de resisténcia ao agente causal da

brusone (Magnaporthe oryzae) e avaliacdo de multilinhas de resistentes ao patoégeno. 2013. 185p.
Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

A brusone do arroz, causada por Magnaporthe oryzae, € uma das mais importantes doengas
da cultura, pela sua ampla distribuicdo geogréafica e capacidade de destruicdo das lavouras. A
doenca é um desafio para os orizicultores e constitui-se em um dos fatores limitantes da
produtividade do arroz, especialmente na regido Central do Brasil, uma area de alta
diversidade genética do patdgeno. Nesta regido, a resisténcia a brusone tem sido quebrada um
a dois anos apds o langcamento de uma nova cultivar. Um dos objetivos do presente trabalho
foi o mapeamento de genes de resisténcia a brusone no genoma de arroz para intensificar o
desenvolvimento de estratégias de emprego de genes de resisténcia completa e/ou parcial no
desenvolvimento de variedades melhoradas. Neste estudo, a avaliagdo da interagdo entre
isolados de Magnaporthe oryzae coletados na regido do Vale do Rio Araguaia e genitores de
uma populacdo de linhagens puras recombinantes de arroz (RILs — Recombinant Inbred
Lines), possibilitou a selecdo do isolado 623, raca fisiologica IA-1, apresentando reacdo de
incompatibilidade (resisténcia) com a variedade tradicional japonica tropical Puteca, e de
compatibilidade (suscetibilidade) com a variedade tradicional japonica tropical Chorinho. A
analise de polimorfismo de DNA em 192 locos microssatélites e SNPs distribuidos pelo
genoma de arroz permitiu a construcdo de um mapa genético com 1074,19 cM e distancia de
recombinacdo média entre marcadores de 5,59 cM. A fenotipagem da populagdo RIL e testes
de ligacdo possibilitou a identificacdo do loco RM7213, préximo ao centrdmero do
Cromossomo 6, significativamente associado ao controle de resisténcia ao isolado M. oryzae
623. O gene mapeado foi provisoriamente denominado Pi-Putl. A regido do marcador
RM7213 possui aglomerados de genes de resisténcia & brusone, muitos deles de amplo
espectro de resisténcia. Esta regido génica pode ser explorada pelo programas de
melhoramento genético na obtencdo de cultivares resistentes ao patégeno. Uma das
alternativas para o desenvolvimento de cultivares resistentes é a piramidizacdo indireta,
baseada na exploracao de linhagens quase-isogénicas com diferentes genes de resisténcia para
compor multilinhas. Outro objetivo do presente trabalho foi, portanto, avaliar linhagens
quase-isogénicas de arroz com diferentes genes de resisténcia a brusone e construir
multilinhas para testar resisténcia ao patégeno em condi¢cdes de campo. As linhagens obtidas
apresentaram caracteristicas agrondmicas (ex. produtividade, porte baixo, ciclo, resisténcia a
acamamento, qualidade de graos, etc.) muito semelhantes as observadas nos seus respectivos
genitores recorrentes. As linhagens apresentaram ganho de resisténcia a diferentes ragas de M.
oryzae. O efeito de multilinha na contencdo da epidemia de brusone no campo foi detectado
em experimento baseado na inoculagdo da bordadura com uma mistura de 15 racas do
patdgeno e avaliacdo de sintomas nas linhagens e multilinhas. Observou-se uma reducéo
significativa na taxa de infeccdo da doenca nos tratamentos suscetiveis, atribuida ao emprego
de multilinhas. Este resultado sugere que o emprego de multilinhas na producao de arroz no
Brasil pode contribuir para a obtencdo de resisténcia mais durdvel a M. oryzae em regides
com alta diversidade de ragas do patogeno.

Palavras-chave: Arroz, brusone do arroz, Magnaporthe oryzae, multilinhas, resisténcia
genetica,
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ABSTRACT
DIAS NETO, Justino José. Linkage mapping of QTLs associated with resistance to the rice blast

causal agent (Magnaporthe oryzae) and evaluation of rice multilines resistant to the pathogen.
2013. 185p. Thesis (Doctorate in Phytopathology) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

Rice blast, caused by Magnaporthe oryzae, is one of the most important diseases of rice, due
to its broad geographic distribution and capacity to destroy the crop. This disease is a
challenge to rice farmers and one of the factors which limit rice yield, especially in the
Central Region of Brazil, which is considered an area of high genetic diversity of the
pathogen. In this region, rice blast resistance has been overcome only one or two years after a
new resistant cultivar is commercially released. One of the objectives of the present work was
to map blast resistance genes in the rice genome in order to intensify the development of
strategies to use genes conferring major or partial resistance by breeding programs. In this
study, the evaluation of the phenotypic interaction between M. oryzae isolates collected in the
Araguaia River Valley and parents of a population of recombinant inbred lines (RIL) allowed
the identification of isolate 623, physiological race 1A-1, which is able to induce
incompatibility reaction (resistance) in the traditional tropical japonica variety Puteca, and
compatibility (susceptibility) in the traditional tropical japonica variety Chorinho. DNA
polymorphism analysis in 192 microsatellite and SNP loci, distributed in the rice genome,
allowed the construction of a genetic map with 1074.19 c¢cM and average recombination
distance of 5.59 cM between markers. Interaction phenotype and linkage analysis allowed the
identification of microsatellite locus RM7213, located near the centromere region of
chromosome 6, significantly associated with resistance to M. oryzae 623. This gene was
temporarily called Pi-Putl. The region of maker RM7213 has a cluster of blast resistant
genes, some of them with broad resistance to blast races. This region can be further explored
by breeding programs in order to obtain new cultivars resistant to the pathogen. One of the
alternatives for the development of blast resistant cultivars is indirect gene pyramiding, based
on the exploration near-isogenic lines with different resistant genes to compose multilines.
Another objective of this work was to evaluate near isogenic lines with different resistant
genes and build multilines to test for blast resistance in the field. The lines showed agronomic
traits (eg. yield, plant height, cycle, lodging resistance, grain quality, etc.) very similar to their
respective recurrent parents. The lines also presented additional resistance to different races of
M. oryzae in relation to their recurrent parents. The effect of multilines to deter blast
epidemics in the field was detected in an experiment based on the inoculation of the
experimental borders with a mixture of 15 races of M. oryzae, followed by phenotypic
evaluation of the lines and multilines during the epidemics. A significant reduction in the rate
of disease infection in susceptible controls was attributed to the use of multilines. This result
suggests that the use of multilines in rice production in Brazil could contribute to obtain
durable resistance to M. oryzae in regides with high genetic diversity of the pathogen.

Keywords: Arroz, brusone do arroz, Magnaporthe oryzae, multilinhas, resisténcia genética,
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cAPiTULO 1

REVISAO DE LITERATURA



A cultura do arroz

O arroz

O arroz (Oryza sativa L.) é uma graminea herbacea anual, autdgama, pertencente a
Divisdo Magnoliophyta (Angiospermae), Classe Liliopsida (Monocotileddnea), Ordem
Poales, Familia Poaceae (Gramineae), Subfamilia Oryzoideae (Bambusoideae), Tribo
Oryzeae, Género Oryza. O Género Oryza apresenta 23 espécies descritas (duas cultivadas e
21 silvestres). Dentro da sessdo Oryza encontra-se 0 complexo Oryza sativa que compreende
cinco espécies silvestres e as duas espécies cultivadas, Oryza glaberrima e Oryza sativa,

ambas dipléides (2n=24), com genoma AA (Khush, 1997).

O arroz foi a primeira espécie vegetal de importéncia agricola a ter o genoma
inteiramente seqlienciado e contém aproximadamente 430 milhdes de pares de bases com um
namero estimado de 46 a 56 mil genes para a subespécie indica, e de 32 a 50 mil genes para a
subespécie japonica (Goff et al., 2002; Yu et al., 2002), distribuidos em 12 cromossomos. A
espécie é considerada um modelo em investigacdo cientifica, possuindo o menor genoma
entre os cereais cultivados (Matsumoto et al., 2005). As evidéncias sugerem que cerca de
30.000 locos de arroz séo expresso, sendo potenciais codificadores de proteinas (Itoh, et al.,

2007).

Origem e domesticacdo

O processo evolutivo e de domesticacdo do arroz fez surgir inGmeros tipos divergentes
geneticamente adaptados aos mais variados ambientes. A espécie é hoje cultivada em quase
todos os continentes, em paises com regides de clima temperado, tropical e subtropical. A

especie O. sativa é considerada polifilética, resultante do cruzamento de formas espontaneas



variadas e é originaria da Asia, sendo classificada nas subespécies indica e japonica
(Kato et al., 1928). Mais tarde, um terceiro grupo — javanica — foi identificado e atualmente
denominado japonica tropical, um subgrupo da japonica (Matsuo, 1952; Glaszmann, 1987;
Garris et al., 2005). As duas subespécies (indica e japonica) possuem caracteristicas
morfologicas distintas e grande diversidade genética devido a processos diferentes de
domesticacdo e selecdo (Matsuo et al., 1997). Segundo Sweeney & McCouch (2007) a
provavel separacdo das subespécies se deu devido a barreiras geogréaficas e reprodutivas entre
elas. Jiayang et al. (2012) demonstraram através de analises gendémicas que 0 arroz da espécie
O. sativa subespécie japonica foi domesticado primeiro a partir de uma populagédo selvagem
especifica de O. rufipogon no sul da China, e que depois 0 arroz japonica foi cruzado com
arroz silvestre originario do Sul e Sudeste asiatico, dando origem ao arroz da subespécie

indica.

Os genomas estruturais das subespécies indica e japonica foram completamente
sequenciados. Anéalises comparativas indicam que somente 2 a 3% dos genes pertencem a
uma ou outra subespécie, mas existem grandes diferencas de sequéncia na regibes
intergénicas dos dois genomas (Yu et al. 2005). O arroz da subespécie indica apresenta alta
capacidade de perfilhamento, folhas e colmos longos, ciclo mais curto (variagéo de 100 a 140
dias) com cultivo em sistema irrigado distribuidos em regiGes de clima temperado. A
subespécie japonica tem capacidade média de perfilhamento, folhas e colmos curtos e
apresenta ciclo entre 110 e 155 dias. Os cultivares japonica séo plantados nas regides de
clima temperado, enquanto subgrupo japonica tropical é tipicamente produzido em sistema
sequeiro ou de terras altas (Guimardes & Yokoyama, 2003). A variacdo na duracdo do ciclo
da cultura esta relacionada com o genotipo da cultivar utilizada, época de semeadura, regido

de cultivo e condices de fertilidade do solo.



Importancia econdmica

A cultura do arroz é considerada a base da alimentacdo da maior parte da populacao
mundial e um dos mais importantes grdos em termos de valor econdmico e social (Vaughan et
al., 2005). Segundo a FAO (2012) o arroz € a principal fonte de energia para mais da metade
da populacdo mundial. Em paises como Camboja, China, Japdo e Guiné Bissau 0 arroz €
responsavel por fornecer 73,29%, 29,99%, 23,06% e 42,17% respectivamente, da fonte de
energia da populacdo. No Brasil, o arroz representa 12,09% da fonte de energia para a

populacéo.

Rico em carboidratos, o arroz, na sua forma natural, € um alimento essencialmente
energético, mas pode ser também uma importante fonte de proteinas, sais minerais
(principalmente fosforo, ferro e calcio) e vitaminas do complexo B, como a B1 (tiamina), B2
(riboflavina) e B3 (niacina). Além do consumo do grdo pelo homem, onde reside a sua maior
importancia, o arroz é utilizado e/ou transformado numa grande variedade de produtos. A
palhada apds a colheita do grdo serve como pastagem. A casca do grdo é utilizada como
combustivel para queima (in natura ou pellet), racdo animal (volumoso), meio de crescimento
de cogumelos, e na producdo de papel. O farelo é extremamente nutritivo e é usado na
extracdo de Oleo comestivel de alta qualidade e também na alimentacdo animal. O arroz
quebrado durante o beneficiamento é utilizado na producédo de ingredientes ou na producao de
“noodles” instantaneos, aperitivos e bebidas alcodlicas. A farinha de arroz, produzida a partir
do arroz quebrado, € utilizada na producdo de pasta de arroz, aperitivos e cereais (Alcochete,

2005).

Atualmente o arroz é a terceira maior cultura cerealifera do mundo, representando

18,8% da produc¢do mundial de gréos, superada pelo milho 34,1% e pelo trigo 26,9% (USDA,



2010). Dos 193 paises reconhecidos pela ONU (2013) a cultura do arroz é produzida em 115

deles (FAO, 2011) (Figura 1).

A Asia é a principal produtora, responsavel por mais de 90% da producdo mundial. Os
paises que se destacam sdo: China, india e Indonésia, que respondem, respectivamente, por
30%, 23% e 8% da producdo mundial. Conforme o relatério Rice Market Monitor (RMM),
publicado pela Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO), a
produgdo mundial de arroz em 2020 devera ultrapassar 730 milhdes de toneladas de arroz em
casca (487 milhdes de toneladas de arroz beneficiado), numa area plantada equivalente a 165
milhdes de hectares (FAO, 2013). A producdo mundial de arroz ndo vem acompanhando o
crescimento do consumo. Nos ultimos seis anos, a producdo mundial aumentou cerca de
1,09% ao ano, enquanto a populacdo cresceu 1,32% e o consumo 1,27%, havendo grande
preocupacdo em relacdo a estabilizacdo da producdo mundial nos préximos anos (USDA,

2010).

Figural. Mapa indicativo dos 115 Paises onde o arroz é produzido no mundo. Quanto maior a

aérea do circulo, maior a producédo no pais (FAO, 2011).


http://www.fao.org/economic/est/publications/publicaciones-sobre-el-arroz/seguimiento-del-mercado-del-arroz-sma/es/

Além de sua importancia econémica e alimentar, a planta do arroz destaca-se,
atualmente como um importante modelo biolégico de estudos gendmicos em
monocotileddneas. As caracteristicas que contribuiram para o arroz se tornar um modelo estéo
relacionadas com a duracdo e seu ciclo, o nimero de sementes produzidas, por ser uma
espéecie diploide, por apresentar um genoma pequeno (430 Mb) em relacdo a outras
gramineas, pela capacidade de multiplicacdo em diferentes ambientes, facilidade de
manipulacdo da polinizacdo (direcionamento de cruzamentos), capacidade de cultivo in vitro
e com a disponibilidade de informacGes ja existentes (banco de dados para a espeécie)
(Matsumoto et al., 2005). Alcochete (2005) cita em sua revisdo diversos trabalhos mostrando
caracteristicas que colocaram o arroz como espécie modelo de estudos genémicos, como
apresentar sintenia de seu genoma com o0s de outros cereais, possuir um mapa molecular com
mais de 10.000 marcadores, ter os genomas das subespécies indica e japonica sequenciados, e
possuir uma vasta fonte de recursos genéticos (mutantes, espécies silvestres, cultivares,
linhagens, linhas quase-isogénicas) e populagbes mapeadas. Diversos projetos de re-
sequenciamento do genoma do arroz foram realizados, gerando grande nimero de sequéncias
depositado em bancos de genes. Esses avangos consequentemente trazem informac6es

relevantes para o0 melhoramento genético.

O Arroz no Brasil

O Brasil ocupa hoje a 92 posi¢do no ranking mundial de paises produtores, destacando-
se como o maior produtor fora do continente asiatico (USDA, 2010; FAQ, 2012). A cultura de
arroz abrange uma éarea de 2,46 milhdes de hectares e uma producdo calculada em 11,5
milhGes de toneladas (IBGE, 2012). A produtividade média das lavouras irrigadas e de
sequeiro foi estimada em 4,89 t/ha, 2,5% superior a safra 2012. Destacam-se como maiores
produtores Rio Grande do Sul, que concentra 64,3% da producgéo, Santa Catarina (9,2%),

Maranhdo (5,6%), Tocantins (3,8%) e Mato Grosso com 3,7% da producdo nacional

6



(FIGURA 2). Segundo MAPA (2012), as projecdes de 2011/2012 a 2021/2022 de producéo e
consumo de arroz mostram uma situacdo apertada entre essas duas varidveis, havendo
necessidade de importacGes de arroz nos proximos anos. A producdo projetada para
2021/2022 ¢ de 15,2 milhdes de toneladas, que equivale a um crescimento anual da producéo
de 1,4%. Esse acréscimo de producao devera ocorrer especialmente por meio do crescimento
do arroz irrigado, j& que o arroz de sequeiro tem reduzido sua expansao no Brasil devido a
menor incorporacdo de novas terras em areas de fronteira agricola. O consumo de arroz
deveré crescer pouco abaixo da producéo. Projeta-se uma taxa anual para os proximos anos de
1,0% de aumento de consumo, atingindo o volume de 13,9 milhGes de toneladas em
2021/2022. Assim, o consumo em 2021/2022 podera ser atendido por estoques privados e
publicos e importacdes, atingindo 800 mil toneladas anuais. As estimativas para a projecdo de
area plantada de arroz mostram que devera ocorrer reducdo de area nos préximos anos. A area
de arroz vem caindo ano a ano para o plantio de sequeiro, mas no Rio Grande do Sul (plantio
irrigado) observa-se ligeira tendéncia de aumento. A produtividade devera ser a principal

variavel no comportamento desse produto nos proximos anos.

As formas de cultivo sdo diferenciadas conforme o relevo, os tipos e as condigdes dos
solos, a temperatura, a pluviometria e a tecnologia empregada. O arroz é cultivado no Brasil
nos sistemas irrigado, varzeas (sub-irrigado) e de terras altas (sequeiro). No ecossistema de
varzeas, os sistemas de cultivo principais sdo arroz irrigado por inundacdo continua e
controlada, com manutencdo de lamina de &gua até a maturacdo dos graos, e arroz de varzea
Umida, cultivado em baixadas sem irrigacdo controlada. As principais areas de cultivo em
varzeas, irrigadas sob o sistema de inundagdo, estdo nos Estados do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina. Outras areas geogréaficas de varzeas estdo localizadas em alguns Estados do
Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Nordeste. A maior parcela de producdo € proveniente do

sistema irrigado, como 69% da producdo nacional, uma vez que ndo é tdo dependente das



condigdes climaticas em relacdo ao cultivo de terras altas (Guimardes et al., 2006). O
ecossistema de terras altas é cultivado em terrenos mais drenados, principalmente em solos de
cerrado. Em areas onde ha periodos de estiagem, mesmo durante a estacdo chuvosa, alguns
produtores de ponta utilizam a irrigacdo por aspersdao como alternativa para solucionar o
problema de veranicos, e garantir estabilidade a producdo, podendo ainda aumentar a

produtividade e melhorar a qualidade dos gréos.

No final da década de 60, a planta de arroz foi objeto de expressivas modificacbes, ndo
sO fenotipicas como genotipicas, 0 que contribuiu para proporcionar ganhos importantes em
qualidade e produtividade. A produtividade final da cultura do arroz depende da cultivar
utilizada, da quantidade de insumos e das técnicas de manejo empregadas. A média nacional
do arroz irrigado da safra 2011/2012 foi de 6.954 kg/ha., enquanto que a produtividade média

do arroz de sequeiro atingiu aproximadamente 2.186 kg/ha (CONAB, 2012).

® Arroz irrigado

Xi
. Arroz sequeiro *}f

Figura 2. Mapa indicativo das regides produtoras de arroz e localizacdo dos sistemas de
producéo irrigado e sequeiro. Fonte: IBGE 2008, adaptado.



Doencas do arroz

A cultura do arroz durante todo seu ciclo de cultivo é afetada por diversas doencas
causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides, sendo registrado na literatura mais de 80
doencas em diferentes paises (EMBRAPA, 2005). Dentre as doencas do arroz destaca-se a
brusone, importante pela sua ampla distribuicdo geografica, pelos danos causados e
dificuldade de controle, sendo considerado um obstaculo ao incremento de produtividade no
campo (Nunes, et al., 2007; Dean et al., 2005). A doenca tem sido um desafio para os
orizicultores e representa um dos fatores limitantes da produtividade do arroz irrigado
(varzeas) e de sequeiro (terras altas), em todo o territorio brasileiro e nas regides produtoras
de arroz em todo o mundo (lgarashi et al., 1986), sendo considerada uma ameaca a seguranca

alimentar.

Outras doencas comuns no Brasil em ordem de importancia sdo: Mancha parda
(Dreschslera oryza); Escaldadura (Microdochium oryzae); Manchas nos gréos (incluem:
Fungos - Phoma sorghina, Dreschslera oryzae, Alternaria padwickii, Microdochium oryzae,
Sarocladium oryzae, Drechslera spp., Curvularia spp., Nigrosporoa sp., Fusarium spp. e
outros; Bactérias Pseudomonas fuscovagina e Erwinia spp.); Queima da bainha (Rhizoctonia
solani); Mancha da bainha (Rhizoctonia oryzae); Mancha estreita (Cercospora janseana);
Mancha circular (Alternaria padwickii); Podriddo de bainha (Sarocladium oryzae); Podridao
do colmo (Nakataea sigmoidea); Carvdo da folha (Entyloma oryzae); Carvao (Tilletia
barclayana); Falso carvdo (Ustilaginoidia virens); Ponta branca (Aphelenchoides besseyi);
Nematdide formador de galhas (Meloidogyne javanica); Mal do colo (Fusarium oxysporum);

Lista parda (Erwinia sp.); mal-do-pé (Gaeumannomyces graminis var. graminis).



A Brusone do Arroz

O agente causal da brusone do arroz ¢ o fungo Magnaporthe oryzae, anteriormente
conhecido como Magnaporthe grisea (Barr) [anamorfo Pyricularia oryzae (anteriormente

chamada P. grisea (Cooke) Sacc)], (Couch & Kohn, 2002).

Histérico

Os primeiros registros da ocorréncia da brusone datam de 1600 e foram feitos na
China e Japdo, sendo descrita como “febre do arroz” ja em 1637. A denominacao “brusone”
foi cunhada na Italia em 1828. Mais tarde, em 1906, a brusone foi registrada como “blast” em
inglés, nos EUA (Bedendo, 1997). No Brasil, a brusone foi relatada pela primeira vez em
1912 no Estado de S&o Paulo. Em seguida, no ano de 1918, foi descrita no Rio Grande do Sul
e em 1935 no Parana. Nas décadas de 40 e 50 a doenca ficou bastante conhecida em varias
partes do pais. Em 1946 foi registrada no Nordeste, sendo descrita como uma doenga comum
desde a Bahia até estados do norte do Brasil. Grandes surtos da doenca foram descritos em
1953 no Rio Grande do Sul e em 1955 no Para. A partir de 1957 iniciaram-se os trabalhos de
desenvolvimento de resisténcia de cultivares a brusone e seu controle. Em 1960 foi registrado
a primeira cultivar resistente a brusone no Estado do Rio Grande do Sul. A partir de 1963
foram intensificados os trabalhos na busca de fontes de resisténcia no IRGA (Instituto Rio
Grandense do Arroz), IPEAS - RS (Instituto de Pesquisas e Experimentacdo Agropecudrias
do Sul), IAC (Instituto Agronémico de Campinas) e IB - SP (Instituto Bioldgico). Em 1971
nos Estados de Rio Grande do Sul e Séo Paulo foi relatada a ocorréncia de racas fisiologicas
no Brasil (Prabhu & Filippi, 2006). A partir das décadas de 60 e 70 se intensificaram
trabalhos na busca de conhecimento das fases da doenca e do patdgeno, e de métodos

adequados ao seu controle.
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Diversos pesquisadores e instituicbes de pesquisa em todo mundo tém estudado o
fungo causador da brusone. Segundo Prabhu & Filippi (2006), ndo ha na historia da
Fitopatologia um patdgeno como o M. oryzae, que causa tantos impactos em abrangéncia
mundial para a cultura do arroz e, em menor escala, para outras gramineas. Por estas razdes, a

brusone vem sendo intensivamente estudada desde o inicio do século passado.

A brusone do arroz €, sem duvida, uma das principais doencas do arroz. E encontrada
em qualquer lugar onde o arroz é cultivado, sendo sempre importante e uma constante ameaca
a producdo. A doenca foi identificada em 85 paises produtores de arroz em zonas tropicais e
temperada (Roca et al., 1996). Quebras de safras de lavouras inteiras de arroz tém resultado
do ataque severo de epidemias de brusone. O desafio para a pesquisa continua sendo a
producéo de alimento de alta qualidade em uma grande e crescente escala, e a custos baixos,
na presenca do patdgeno. Todas as estratégias e técnicas de manejo que tém sido geradas pela
pesquisa tém sido empregadas para combater a brusone do arroz, mas com sucesso limitado
(TeBeest et al., 2012). A brusone nunca foi completamente eliminada de qualquer regido onde
arroz € cultivado, e uma Unica mudanca na forma em que o arroz é produzido ou na forma
como os genes de resisténcia sdo empregados pode resultar em significativas perdas mesmo

apos anos de sucesso no manejo da doenca.

Importancia da doenca

O potencial destrutivo causado pela brusone incentivou paises como 0s Estados
Unidos a efetuarem pesquisas com 0 patdégeno para uso contra o Japao durante a Segunda
Guerra Mundial. O objetivo seria 0 emprego de uma arma bioldgica anti-planta para
comprometer a producdo de alimentos do pais inimigo. Porém, no fim da Segunda Guerra
Mundial, esta arma bioldgica ndo se encontrava pronta para uso no campo de batalha (Croddy

& Wirtz, 2005).
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A brusone do arroz causa anualmente perdas de colheitas economicamente
significativas, estimando-se que em cada ano a doenca destrua arroz suficiente para alimentar
60 milhdes de pessoas (Zeigler et al., 1994). Nos ultimos anos, segundo Wilson e Talbot
(2009), grandes epidemias da brusone do arroz ocorreram na China (onde 5.7 milhdes de
hectares do arroz foram destruidos entre 2001 e 2005), Coréia, Japdo, Vietham e os Estados
Unidos. A potencial ameaca de quebra de safra pela brusone a destaca entre as mais
importantes doengas de plantas cultivadas. MilhGes de pessoas em todo mundo dependem do
arroz na alimentacdo basica e a quebra de safra, por qualquer motivo, representa uma real

ameaga a seguranca alimentar.

No Brasil a brusone ocorre em todos os estados produtores de arroz, sendo mais
probleméatica na Regido Central do Pais (Cordeiro & Rangel, 2011; Scheuermann &
Eberhardt, 2011). As perdas causadas pela brusone sdo muito variaveis em funcéo da presséo
do in6culo, que é dependente das condigdes climaticas, do sistema de producdo e das préaticas
culturais, do grau de resisténcia da cultivar utilizada, da ocorréncia de populagdes virulentas
do patdgeno e da época de incidéncia da doenca. A cada 1% de severidade nas folhas e
paniculas, estima-se que as perdas de produtividade variem de 2,7 a 1,5%, em cultivares de
ciclo precoce e tardio, respectivamente (Prabhu et al., 1989). E quando em baixos niveis de
infeccdo ha relacdo entre a severidade de doenca na folha e a infeccdo nas paniculas (Prabhu
& Faria, 1982). Alguns dados revelam perdas no peso de gréos da ordem de 8-14%, enquanto
indices de 19-55% de espiguetas vazias foram observados em experimentos conduzidos em
condigGes de campo (Berni & Prabhu, 2003; Prabhu et al., 1989). Noutros estudos, quando as
condi¢des ambientais sdo favoraveis e as cultivares apresentam alta suscetibilidade, as perdas
podem chegar a 100% (Prabhu & Filippi, 2006). As epidemias de brusone oneram 0s custos

de producéo de gréos em cerca de 15 a 18% (Rangel, 2009).
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A reducdo no rendimento de gréos é causada por efeito direto no desenvolvimento da
planta durante a fase vegetativa, afetando a estatura da planta e o namero de perfilhos. O
fungo causa a reducdo do numero e peso de graos, comprometendo o enchimento dos graos
pelo blogueio de seiva causada pela infeccdo do né da base da panicula (Prabhu et al., 1986).
As perdas indiretas de rendimento sdo ocasionadas pela reducdo da fotossintese e da
respiracdo durante o ciclo da cultura, afetando consequentemente a produtividade (Sun et al.,

1986).

Sintomatologia

Os sintomas da brusone do arroz (Figura 3) incluem les6es que podem ser encontradas
em toda parte aérea da planta, incluindo folhas, bainha das folhas, pescoco, paniculas,
pedicelos e sementes. Relatos recentes mostram que as raizes também podem ser infectadas

(Sesma & Osbourn, 2004).

Os sintomas nas folhas iniciam-se com a formacédo de pequenas lesGes necroticas, de
coloracdo marrom, que evoluem para um formato eliptico com margem marrom e centro
cinza ou esbranquicado. As lesdes crescem no sentido das nervuras e, as vezes, Sao
circundadas por um halo amarelado. A forma, tamanho e cor das manchas variam em funcao
das condi¢cdes ambientais, idade da planta e grau de resisténcia da cultivar. Em condicdes
favoraveis, quando a doenca ocorre severamente nos estadios iniciais de desenvolvimento da
planta, as lesGes coalescem, podendo tomar areas significativas do limbo foliar, causando
morte das folhas ou da propria planta (FIGURA 3- A, B, C, D e J). Nas variedades altamente
resistentes formam-se pontuacGes ou mancha marrons de tamanho pequeno, caracterizadas
por reacdo de hipersensibilidade que impede o desenvolvimento da doenca. Nas variedades de

resisténcia moderada as manchas podem se tornar circulares ou elipticas, mas sempre com
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restricdo de tamanho e auséncia de esporulacdo do patdégeno. A margem marrom esta

diretamente ligada com a resisténcia da planta (Cardoso & Kimat, 1980).

Figura 3. Sintomas da brusone do arroz. A e B — Lesdes caracteristicas de brusone nas folhas;

C e D — Campos de arroz mostrando alta severidade de brusone na fase inicial de cultivo; E —
Colmo infectado apresentando lesdo esporulativa; F — Lesdo caracteristica no né da panicula;
G e H — Paniculas apresentando brusone do pescogo; | — Grdos de arroz manchados
(associacdo de fungos, incluindo M. oryzae); J — Campo com brusone nas paniculas; K e L —
LesBes nas raizes e no colmo de plantulas. Fotos: K e L (Sesma & Osbourn, 2004).

A infeccdo do n6 da base da panicula é mais conhecida como brusone de pescogo. A
brusone afeta também todas as ramificacbes da panicula, causando o chochamento das
espiguetas. Os sintomas nos nds e entrends aparecem, geralmente, na fase de maturagdo dos
grdos (FIGURA 3- E, F, G e H). A infeccdo na regido dos nds e frequentemente encontrada

somente em cultivares suscetiveis de arroz irrigado (EMBRAPA, 2005; Ou, 1985).
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Nos entrends, os sintomas evidenciam-se na forma de manchas elipticas escuras com
centro cinza e bordos marrom-avermelhados. As manchas crescem no sentido do
comprimento do colmo. Os sintomas caracteristicos dos nos s@o lesdes marrons, que rompem
0 tecido da regido modal causando a morte das partes acima deste ponto e a quebra do colmo

que, no entanto, permanece ligado a planta (Bedendo, 1997).

As manchas ndo apresentam forma definida e podem atingir qualquer parte da
panicula. Infeccbes que ocorrem entre a fase de emissdo das paniculas até a fase de gréos
leitosos podem causar o chochamento total dos gréos, tornando as paniculas esbranquicadas
(FIGURA 3- G, H e I). Quando a doenca afeta as paniculas em fase mais tardia do
desenvolvimento ocorre a reducdo do peso dos grdos, levando a quebra das paniculas na

regido afetada (Prabhu & Filippi, 2006).

As sementes contaminadas podem levar a doenca por meio da colonizacdo radicular e
posterior formacdo de lesdes na parte aérea (Sesma & Osbourn, 2004). O fungo desenvolve
longas hifas que formam um "emplastro” de infec¢do para conseguir o acesso ao interior da
raiz, podendo também invadir o sistema vascular da planta, crescendo no xilema e floema e
bloqueando o transporte de nutrientes e dgua desde as raizes. As raizes infectadas apresentam

lesBes necrdticas de coloracdo marrom (FIGURA 3- Ke L).

Epidemiologia

O grande nimero de hospedeiros alternativos favorece a disseminacdo dos conidios de
M. oryzae pela acdo do vento (Ribeiro, 1985), fazendo com que a doenca se distribua de
forma generalizada na lavoura. A disseminacdo aérea é considerada o mais importante meio
de dispersdo da doenca. Esporos de M. oryzae foram encontrados causando brusone a
distancia de pelo menos 700 metros da fonte de in6culo no Japdo (Ishiguro et al., 2002). No

Brasil, Urashima et al. (2007) demonstraram que esporos de M. oryzae podem atingir campos
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distantes a pelo menos 1 km do foco da doenca. Nos dois estudos, porém, distancias maiores

do que a mé&xima observada nao foram amostradas.

Outra forma de disseminacdo da brusone é através de sementes contaminadas. O
patdégeno pode também permanecer na area infectada e sobreviver na forma de micélio ou
conidio em plantas hospedeiras secundérias, restos culturais, sementes e plantas de arroz que
permanecem no campo, até que as condices ambientais sejam favordveis ao seu
desenvolvimento, ocorrendo sua disseminacéo e infeccdo (Dias Martins, 2004; Cornélio et al.,

2000; lgarashi & Balan, 2004).

A infeccdo ocorre quando os conidios sdo depositados e se fixam sobre tecidos da
planta através da mucilagem que se encontra no apice do conidio e tem como func¢édo permitir
sua aderéncia na superficie da planta, mesmo na presenca de agua. Apo6s a aderéncia dos
conidios a superficie foliar, ocorre a germinacdo da célula basal ou da célula apical,
produzindo um tubo germinativo e, em seguida, o apressorio. O apressorio é uma estrutura
melanizada e dela se desenvolve a hifa de penetracdo “peg” que penetra no tecido. Apds a
penetracdo, a hifa de infeccdo primaria da origem a hifas secundarias e subsequentes dentro
das células da epiderme e do mesofilo, resultando na colonizagdo do tecido invadido e na
formacédo das lesdes (FIGURA 4). O crescimento dentro do tecido de cultivares resistentes é
frequentemente inibido. As lesdes em arroz sdo visiveis 72 horas ap0s a inoculacdo e em 144
horas sob condicdes de alta umidade produzem esporos em abundancia, os quais sao liberados
e dispersos pelo vento, fornecendo o indculo para um ciclo de infeccdo subsequente (Ribeiro,

1985; Mendgen et al., 1996; Prabhu & Filippi, 2006).

16



@ﬁ 7 =

Crescimento veéetativo

& &
Fixacao do Germinacao
conidio &

Formacao do

Formacio apressério
dos conidio
Penetracao
Invasao dos tecidos e Resposta de
formacao de lesoes hipersensibilidade

Figura 4. Ciclo de infecgdo de Magnaporthe oryzae em arroz. Linhas verdes representam o
desenvolvimento vegetativo do fungo. Linhas vermelhas representam desenvolvimento

assexuado do fungo. Linhas azuis indicam o ciclo de infec¢cdo do fungo (Jeon et al. 2007).

Esporos produzidos como indculo priméario em tecidos hibernais produzem as
infeccdes iniciais em plantulas quando os esporos que séo depositados nas folhas germinam e
invadem os tecidos da folha. A severidade da doenca € freqiientemente correlacionada com a
quantidade de material infestado. LesGes em plantas jovens aparecem dentro de alguns dias
apo6s a infeccdo. Estas lesdes secundarias produzem mais esporos que Sdo prontamente
disseminados pelo vento para tecidos de folhas sadias ao redor. Os ciclos secundarios podem
ser repetidos vérias vezes durante a estacdo de cultivo. As epidemias no campo sao
policiclicas. O numero de ciclos e o niumero de esporos que sdo produzidos em cada leséo
individual podem ser influenciados por diversos fatores incluindo temperatura, chuva, a altura
da lamina de inundacdo, a quantidade de nitrogénio utilizado na adubacdo e o nivel de

resisténcia genética da cultivar atacada. Em regides temperados podem ocorrer de 7 a 8 ciclos
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da doenca, enquanto em regibes tropicais podem ocorrer de 10 a 15 ciclos por estacdo de
cultivo (Teng, 1994). A doenca pode ocorrer desde os estadios iniciais de desenvolvimento
até a fase final de producdo de gréos, sendo mais critica a infec¢do nas folhas entre 20 e 50
dias de idade. Nas paniculas a doencga € critica na fase de enchimento dos graos, entre gréo
leitoso e pastoso, entre 10 a 20 dias apOs a emissdo das paniculas, conforme a Figura 5

(Bedendo, 1997).
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Figura 5. Fases criticas da brusone nas fases vegetativa e reprodutiva do arroz. Fonte:
Adaptada de Counce et al., (2000).

Dentre os fatores ambientais, a umidade e a temperatura sao 0s mais importantes para
o desenvolvimento da doenca (Reis et al., 1988). A temperatura 6tima para esporulacdo esta
em torno de 28°C, embora possa ocorrer esporulacdo desde 10 até 35°C. A liberacdo de
esporos ndo é muito influenciada pela temperatura e normalmente ocorre na faixa de 15 a
35°C. Para germinacdo, temperaturas entre 25 e 28°C favorecem o processo. Quanto a
umidade, a producdo de conidios sobre as lesdes tem inicio quando a umidade relativa atinge
no minimo 93%. Para a germinacéo, ha necessidade de agua livre, pois raramente 0 esporo

germina sob condic@es de ar seco (Ou, 1972). O desenvolvimento do micélio e favorecido por
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umidade relativa proxima de 93%. A luz também pode ter influéncia sobre o micélio e os
esporos. Embora o crescimento do micélio, a germinacéo de conidios e a elongacdo do tubo
germinativo sejam processos inibidos pela luz, a alterndncia da mesma tem um papel
importante sobre a producdo de esporos. Estes comecam a ser liberados tdo logo escureca,
alcancam um maximo de liberagdo em poucas horas e praticamente cessam na alvorada. A
esporulacdo cai a niveis muito baixos sob condi¢fes de luz ou escuro continuo, voltando a
aumentar quando os periodos de luz e escuro novamente voltarem a se alternar (Bedendo,
1997; Ou, 1985). Dentre os fatores que condicionam o grau de severidade da doenca, a
nutricdo mineral merece atencdo, em especial o efeito causado pelo nitrogénio. De maneira
geral, a condicdo nutricional que permite 0 maximo crescimento e desenvolvimento da planta
também favorece a manifestacdo da doenca (Freitas et al. 2010). Diversos estudos mostram
gue o aumento nos niveis de N na planta por causa da adubacdo nitrogenada desequilibrada
levam a uma maior incidéncia e/ou severidade da brusone, isso por cauda do aumento dos
teores de acucares nas folhas e também o aumento de turgidez (Long et al., 2000; Prabhu et

al., 1996; Santos et al., 1986).

Manejo da doenca

O controle da brusone é complexo. A resisténcia genética é a estratégia que tem sido a
base do sucesso da producdo arrozeira, embora a maior dificuldade no controle da brusone
com o uso da resisténcia genética esteja no fato da populacdo do patégeno ser altamente
variavel e dinamica. Este é um dos fatores que tornam o controle da brusone um grande
desafio. A alta diversidade genética do patdgeno é provavelmente uma da principais razdes
para a quebra da resisténcia de variedades recém-lancadas em um curto periodo de tempo
(Valent, 1990; Ou, 1980). Os programas de melhoramento genético de arroz ndo tém sido
eficazes no desenvolvimento de cultivares com resisténcia duravel a brusone. A quebra de

resisténcia geralmente ocorre de um a trés anos apés o langcamento da nova variedade,
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principalmente nas regides Centro-Oeste e Norte do Brasil (Rangel et al., 2009; Santos et al,
2005). O desenvolvimento de variedades que possuam um numero maior de genes de
resisténcia através de piramidizacdo direta, ou multilinhas compostas por linhagens quase-
isogénicas com diferentes genes de resisténcia (piramidizacdo indireta) sdo estratégias
importantes e ainda pouco exploradas para a obtencdo de resisténcia mais estavel, duravel e

efetiva a brusone.

Métodos de controle quimico podem completar o uso de resisténcia genética. O
controle quimico pode ser aplicado em tratamento de sementes para prevenir a infeccdo de
plantulas apds a germinacdo, visando o controle de brusone nas folhas (Lobo, 2008). Na fase
reprodutiva € comum a pulverizacdo da parte aérea da planta, através da aplicacdo de um ou
mais tratamentos com fungicidas nas folhas para protecdo das paniculas durante sua
emergéncia. O controle quimico visa promover a reducdo da incidéncia de brusone sobre o
pescoc¢o das paniculas e das paniculas. Contudo, deve ser enfatizado que o controle quimico
tem se mostrado oneroso e ineficaz quando ndo executado rigorosamente de acordo com as
recomendacdes técnicas da pesquisa, e pode ser antieconbmico em lavouras formadas por

variedades suscetiveis.

O controle quimico da brusone abrange um vasto mercado de fungicidas e antibiéticos
e vem sendo utilizado por varias décadas, tanto no Brasil quanto em outros paises. Os
fungicidas registrados para controle geralmente apresentam baixa atividade residual e alguns
estdo sendo utilizados ha mais de vinte anos e ja ndo apresentam a eficiéncia desejada (Santos
et al.,, 2003). Hoje estdo registrados no Ministério da Agricultura vinte e nove produtos
recomendados para o controle de brusone. Segundo Scheuermann (2001), observa-se que
entre esses, apenas um numero restrito de produtos é utilizado na pratica, sendo na maioria

fungicidas com sitio especifico de a¢do, como triazois e estrobilurinas. Fungicidas com estas
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caracteristicas, se utilizados de forma continuada para o controle de um patégeno com elevada
variabilidade genética, como € o caso de M. oryzae, pode resultar na selecdo de isolados
resistentes a estes produtos (Adame e Koller, 2003). A utilizacao indiscriminada de fungicidas
pode contribuir para contaminacdo de ambientes aquaticos, como relatado por Notteghem et

al. (1993).

Outras estratégias culturais para manejar a brusone incluem algumas préticas culturais,
como a nutricdo das plantas (adubacao equilibrada), utilizacao de silicio, aplicacdo de formas
corretas de irrigacdo, preparo do solo, utilizacdo de sementes inspecionadas, escalonamento
de cultivo, uso de densidade recomendada de plantas na lavoura, controle de plantas daninhas

e rotacéo de culturas.

Taxonomia e biologia do patégeno

O género Pyricularia foi estabelecido por Saccardo em 1880, nos Estados Unidos,
sendo definido Pyricularia grisea (Cook) Sacc. como espécie-tipo do género. O género
Pyricularia foi descrito em arroz por Cavara em 1891, na lItalia, causando a brusone. Mais
tarde foram diferenciados erroneamente P. oryzae de P. grisea. Entretanto, Kawakami (1901,
1902) mostrou tratar-se da mesma espécie. Sawada (1917), através de testes de
patogenicidade, estabeleceu duas espécies: Dactylaria oryzae (P. oryzae) infectando arroz,
milheto, cevada e trigo, e Dactylaria grisea (P. grisea) em Digitaria sanguinalis e milheto.
Thomas (1940) demonstrou a patogenicidade de P. oryzae de arroz em trigo, cevada, aveia,
milho e milheto, enquanto que o isolado de milheto ndo infectou arroz. Comparagoes
morfologicas entre diversos isolados de Pyricularia de uma gama de hospedeiros diferentes
ndo mostraram diferengas entre si (Ou 1987; Rossman et al., 1990). A literatura atual se
mostra confusa quanto a utilizacdo do epiteto “grisea/oryzae”. Segundo Asuyama (1965),

deve-se usar o binbmio especifico para designar a espécie, subdividida de acordo com sua
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patogenicidade. Asuyama (1965) afirma ainda que, segundo as regras de nomenclatura, P.
grisea teria precedéncia sobre P. oryzae, mas como a maior parte de uma volumosa literatura

ja adotou P. oryzae, este nome deve ser mantido (Purchio-Muchovej & Murchovej, 1994).

O teleomorfo Ceratosphaeria grisea foi descoberto por Hebert (1971), estudando
isolado de Pyricularia grisea proveniente de Digitaria sanguinalis. Mais tarde, Barr (1977)
transferiu a espécie para Magnaporthe grisea (Hebert) Barr, sendo esta também a forma

perfeita de P. oryzae, conforme Kato & Yamaguchi (1982).

O fungo Magnaporthe oryzae pertence ao filo Ascomycota, classe Sordariomycetes,
ordem Magnaporthales, classificado na recém-surgida familia Magnaporthaceae, género
Magnaporthe. Os ascosporos sdo longos, fusiformes, curvos, tricelulares, ligeiramente
constritos no septo, hialinos ou cor marrom-amarelado na maturidade; ascos unitunicados de
parede fina, dissolvendo-se na maturidade (Krause & Webster, 1972). O fungo é heterotalico
com controle bipolar para compatibilidade de cruzamento, possuindo genes em diversos locos
que controlam o ciclo sexual (Webster e Gunnel, 1994). Nédo foi verificado até o0 momento a

presenca do teleomorfo na natureza (Ebbole, 2007).

Pyricularia orizae pertence a classe Deuteromycete (fungos Mitospdricos), subclasse
Hyphomycetidae, ordem Moniliales, familia Moniliaceae, género Pyricularia (Menezes &
Oliveira, 1993). O género Pyricularia produz conidios piriformes, apresentando a base
arredondada e o &pice mais estreito, hialinos, normalmente com dois septos (podendo ocorrer
2 ou 3). O conidio geralmente germina a partir da célula apical ou basal. As col6nias sdo
muito variaveis quanto a densidade e a cor do micélio: sdo encontradas desde colonias ralas
até cotonosas e desde colbnias esbranquicadas até acinzentadas escuras, em funcdo do meio
de cultura e do isolado do fungo (Ou, 1985). A fase anamorfica é composta por racas

fisiolégicas.
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O fungo M. oryzae é diploide e recentemente teve seu genoma sequenciado (Dean et
al., 2005). O tamanho do genoma é estimado em 40 Mb, o que é considerado um genoma
relativamente pequeno para um fungo, mas com um grande numero genes (11.109)
distribuidos nos 7 cromossomos da espécie (Dean et al., 2005). O genoma do fungo é capaz

de gerar variacdo genética considerdvel mesmo na auséncia de reproducéo sexual.

Hospedeiros

O patogeno ja foi observado em plantas em mais de 80 géneros vegetais, tendo sido
identificado em espécies cultivadas e espontdneas das familias Poaceae, Cannaceae,
Zingiberaceae, Musaceae, Ciperaceae e Commelineceae, Solanaceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae, Polygonaceae, Lauraceae, Juncaceae, Sterculiaceae e Marantaceae (Purchio-
Muchovej & Muchovej, 1994). Merece destaque as plantas da familia das gramineas, onde o
fungo foi descrito causando infeccdo em mais de 50 espécies cultivadas (cerealiferas e

forragens), ornamentais e daninhas (EMBRAPA, 2005).

Dentre os varios hospedeiros, o arroz é a espécie mais importante, sendo a brusone de
ocorréncia generalizada nesta cultura agricola. O fungo M. oryzae também causa a mancha de
grdos, outra doenca importante na cultura, cuja etiologia € complexa, e envolve geralmente
varios fungos simultaneamente (Malavolta et al., 2007). A extensdo dos sintomas varia de
acordo com o patdgeno predominante, condi¢cdes climaticas e localidade (Ou, 1985), assim

como seus efeitos nos componentes da producdo (Sing et al., 1978).

No Brasil, durante a década de 80, surgiu o primeiro relato do fungo em trigo
(Triticum spp.) sob condic¢des naturais (lgareshi et. al 1986). O potencial de dano em trigo
pode ser observado por Goulart & Paiva (2000), que relataram queda de 51% do rendimento
de grdos e incidéncia de 86% no Mato Grosso do Sul. No ano de 1995 foram observadas

lavouras comerciais de triticale (X. Triticosecale) da regido Centro-Sul do Parané infectadas
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com brusone, com danos de atée 60% na produtividade (Mehta & Baier, 1998).
Posteriormente, a brusone atingiu proporcdes epidémicas em extensas areas de triticale no
estado de Sdo Paulo no ano de 2001, com severas quedas de produtividade. Em cevada
(Hordeum vulgare L.) a doenca foi verificada pela primeira vez em 1998 em condicdes
naturais na regido de Brasilia (Anjos & Charchar, 2000). Mais recentemente a doenca foi
constatada em azevém (Lolium multiflorum Lam.), uma importante graminea utilizada em
pastagens no sul do pais, com prejuizos de até 100% em determinadas areas de producédo de
sementes no Rio Grande do Sul (Nunes et. al, 2002). A partir de 2005, M. oryzae foi
observado em Brachiaria brizantha cv. marandu (Marchi et al. 2005). Outras culturas citadas

na literatura sdo: aveia, cana-de-agUcar, centeio, sorgo, milho e banana.

Especializacao fisiologica de M. oryzae e diversidade racial do patégeno

Racas fisioldgicas sdo variantes de uma espécie, definidas com base em seu espectro
de acdo contra um conjunto de variedades. S&o, portanto, patdgenos de uma mesma espécie,
que apresentam morfologia similar ou idéntica, mas com diferentes niveis de viruléncia contra
variedades da espécie hospedeira (Morém e Miranda, 2009). As racas fisioldgicas sdo
identificadas ou diferenciadas pela reagdo que causam num grupo selecionado de variedades
do hospedeiro, cujos componentes sdo denominados variedades diferenciadoras. No caso da
brusone de arroz, as reagfes compativeis (suscetiveis) ou incompativeis (resistentes) entre
isolados do patégeno e variedades que compdem a Série Internacional de Diferenciadoras
(SID) constituem a base para a classificacdo dos isolados de brusone em racas fisioldgicas
(Ling e Ou, 1969). O numero de racas de um patdgeno (R) que pode ser identificado por certo

nimero de variedades diferenciadoras (N) é dado pela formula: R = 2.

Pesquisas sobre diversidade racial de M. oryzae em lavouras de arroz irrigado na

Regido Central do Brasil, geralmente mostraram baixa diversidade de ragcas do patdgeno.
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Prabhu et al. (2002) estudando 53 isolados de M. oryzae identificaram apenas cinco racas
de M. oryzae pertencentes apenas a um grupo de patétipo (IB). Filippi e Prabhu (2001)
estudando 87 isolados de M. oryzae coletados na variedade Metica 1 identificaram oito racas
de M. oryzae pertencentes a cinco grupos de patotipos (I1A, IB, ID, IG e 1I). Outros estudos
sobre a diversidade racial do M. oryzae infectando arroz irrigado no Brasil também nao

detectaram extensa diversidade.

Contrastando com esses resultados, uma primeira indicacdo de possiveis altos niveis
de diversidade racial de M. oryzae no Brasil Central foi relatada por Garrido (2001). A
diversidade genética de isolados de M. oryzae oriundos da regido Central do Brasil,
especialmente do Estado do Tocantins, tem sido considerada alta em comparagdo com
amostras de outras regides do pais, como a regido Sul (Brondani et al., 2000; Garrido,
2001). Dias Neto et al., (2010), de um total de 479 isolados monospdricos obtidos em &reas
de arroz irrigado do Brasil Central (Vale do Rio Araguaia) identificaram 61 racas de M.
oryzae, sendo 45 racas em viveiros armadilhas e 33 ragas nas cultivares comerciais. No
mesmo estudo foram identificadas racas fisiol6gicas pertencentes a oito grupos de pat6tipos
(Al-IG e I1). Este é o primeiro relato da ocorréncia da maioria dos grupos de patdtipos de M.
oryzae em um Uunico local no Brasil durante a mesma estacdo de cultivo e em éreas de
amostragem tdo pequenas. Isso indica que o arroz irrigado das novas areas produtoras de

arroz do Brasil Central sdo pontos de alta diversidade (“hot spots”) de M. oryzae.

Em arroz de sequeiro, Santos (2012) e colaboradores também verificaram alta
variabilidade de racas fisioldgicas no Estado do Tocantins. De um total de 119 isolados
monosparicos, foram identificadas 21 ragas distribuidas em seis dos nove grupos de racas

possiveis para identificacdo por meio das diferenciadoras internacionais.
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Trabalhos realizados em diversas regifes do pais relatam a ocorréncia de todos 0s
nove grupos de racas de M. oryzae no Brasil, tanto em cultivares de terras altas quanto em
sistemas irrigados (Prabhu & Filippi, 2001; Prabhu et al., 2002). Porém, nao ha registros da

ocorréncia de todos 0s grupos de ra¢as em uma Unica regido.

As areas de arroz irrigado no Brasil Central (Vale do Araguaia) tém a maior
diversidade de M. oryzae no pais. Isto pode explicar a quebra de resisténcia das novas
variedades comerciais pouco tempo depois do lancamento (Dias Neto et al., 2010). A
diversidade de patotipos de M. oryzae detectado em campos de arroz irrigado do Vale do Rio
Araguaia é semelhante ao descrito para outros locais de alta diversidade de M. oryzae
utilizados como viveiros para a selecdo de resisténcia para M. oryzae em outros paises, como
Pattambi, Estado de Kerala, Sul da india, vérias localidades da Africa Ocidental (Singh et
al., 2000), e Yuan'an, na provincia de Hubei, China (Li et al., 2008). Estas regifes estdo em
forte contrastes com a variabilidade racial encontrada em outras regides produtoras de arroz
em diferentes partes do mundo. Por exemplo, nos Estados Unidos, segundo Prabhu & Filippi
(2006) somente 20 racas internacionais de M. oryzae foram identificadas no pais desde 1950
ate aquela data em seis estados. Xia et al. (2000), analisando 470 isolados coletados em 18
campos comerciais de arroz em nove municipios do Estado do Arkansas, identificaram apenas

trés racas de brusone.

O conhecimento da diversidade genética e a prevaléncia das racas em éareas de
producdo, especialmente na regido dos Cerrados, € um passo importante para a elaboragéo de
estratégias para desenvolvimento de cultivares resistentes a brusone no Brasil. Como a
populacdo do patogeno tem diferentes padrdes de distribuicdo geografica e é altamente
varidvel e dinamica, faz-se necessario uma amostragem e identificacdo das racas
prevalecentes para que 0s genes empregados nas novas cultivares sejam eficazes na

conferéncia de resisténcia as principais ragas do patogeno (Dias Neto, 2008).
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Mecanismos de variabilidade genética

A variabilidade genética é um dos fatores evolutivos dos seres vivos (Allard, 1960).
Os fungos filamentosos, como P. oryzae (M. oryzae) apresentam mecanismos de variabilidade
genética que lhes conferem maior adaptacdo ambiental e especificidade a hospedeiros
distintos. A variabilidade patogénica do género Pyricularia foi demonstrada, entre outras
formas, pela diferenciacdo de racas originarias de uma mesma lesdo em arroz (Ou & Ayad,
1968), ou ainda pelas mudancas de racas patogénicas em um viveiro de brusone durante o
periodo de um més (Quamaruzzaman & Ou, 1970). Sdo citados como mecanismos
responsaveis pela variabilidade genética de M. oryzae a recombinacdo sexual e parassexual,
heterocariose, anormalidades em cromossomos e aneuploidia. Essas anormalidades
cromossémicas incluem delecdes, transposicdo e rearranjos cromossémicos (Kumar et al.,

1999; Zeigler et al., 1997).

A recombinacdo sexual em M. oryzae era considerada extremamente rara porque
isolados de arroz coletados no campo tinham baixa fertilidade sexual e os estudos sobre a
distribuicdo de tipos compativeis (“mating type”) mostraram que somente um grupo de
acasalamento predominava numa determinada regido (Notteghem & Silué, 1992; Yaegashi &
Yamada, 1986; Kato & Yamuguchi, 1982). No entanto, recentes descobertas de isolados com
alta fertilidade, hermafroditas, de ambos tipos compativeis em regides proximas ao centro de
origem do arroz, sugerem que a recombinagdo sexual pode contribuir para a variabilidade

genética desse fungo (Kumar et al., 1999; Mekwatanakarn et al. 1999; Hayashi et al., 1997).

A existéncia da fase sexual é considerada vantajosa devido a maior capacidade de
gerar diversidade genética através da meiose, 0 que consequentemente tem importancia direta
nas estratégias de controle de doengas. No Brasil, tipos compativeis foram identificados por

Galbieri & Urashima (2008) no mesmo campo e na mesma época, 0 que é uma condicdo
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imprescindivel para a ocorréncia de reproducédo sexual em fungos heterotalicos. Além disso,
foram identificados isolados homotélicos que, quando cruzados com isolados de trigo,
formaram todos os Orgdos sexuais viaveis. Esses fatores foram considerados por Zeigler
(1998) como condigdes necessarias para a recombinacao sexual estar ocorrendo. A deteccédo
de isolados fémea e hermafrodita nesses campos € um indicativo de reproducao sexual, ja que
¢ a meiose que mantém o complexo aparato genético da caracteristica feminina

(Mekwatanakarn et al., 1999).

A recombinacdo parassexual é responsavel por criar novas combinacGes de genes e
representa uma alternativa ao ciclo sexual. A ocorréncia de recombinacdo parassexual pode
explicar o aparecimento de novas racas (Bergamin Filho, 1995). Xia et al. (1993) relatam que
isolados de M. oryzae com padrées moleculares distintos originaram, espontaneamente, uma
maior frequéncia de novos hapl6tipos quando cultivados concomitantemente do que em
culturas puras. Zeigler et al. (1997), ao cultivarem simultaneamente isolados com
caracteristicas genéticas distintas, observaram a formacdo de tufos miceliais na regido de
encontro das coldnias associados a formacgdo de anastomoses. Estas quando analisadas
revelaram, em alguns casos, individuos com caracteristicas comuns a ambos 0s parentais,
indicando a ocorréncia de recombinacdo parassexual. A formacdo de anastamoses também foi
observada entre isolados provenientes do campo, sendo um indicio de que a recombinacéo

parassexual esteja ocorrendo na natureza (Zeigler et al.,1997).

No Brasil existem evidencias da ocorréncia da recombinacdo parassexual de M. oryzae
em Santa Catarina (Scheuermann, 2002). O ciclo parassexual inicia-se com a formacdo do
heterocério, que consiste na existéncia de nucleos de composi¢do genética distinta em um
citoplasma comum. Um micélio heterocaridtico é formado através da anastomose de hifas
homocaridticas. O processo pode resultar na fusdo de dois nudcleos hapldides distintos, no
interior das hifas heterocaridticas, originando um nucleo dipldide heterozigoto (Viaud et al.
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1998 apud Scheuermann, 2002). Ndacleos diploides heterozigotos podem originar
espontaneamente nucleos diploides recombinantes, através do crossing-over mitotico, e/ou
haploides recombinantes, através dos processos de recombinacdo e haploidizacao (Stern, 1936
apud Scheuermann, 2002). Em resumo, hifas haploides fundem-se (anastomose), resultando
em celulas heterocarioticas contendo dois nucleos, que por sua vez, podem se fundir
(cariogamia), originando uma célula dipldide. Esta célula dipléide divide-se por mitose,

originando micélio e conidios também diploides.

A variabilidade genética do fungo também pode ser ampliada por meio de um
mecanismo denominado heterocariose, fendbmeno em que por meio da fertilizacdo ou da
anastomose de hifas, dois ndcleos distintos podem coexistir na mesma célula sem que haja
sua fusdo, permitindo aos fungos heterocaridticos uma capacidade de adaptacdo somatica as
condicGes ambientais. Em fungos heterotalicos, existem os chamados grupos de reacdo ou
compatibilidade sexual, em que os cruzamentos s6 ocorrem entre individuos pertencentes a
grupos diferentes, ocorrendo entdo fusdes sexuais somente entre células de talos de diferentes
grupos de acasalamento. A heterocariose complementa ou substitui o ciclo sexual, podendo

ser a razdo pela qual muitos fungos tornaram-se imperfeitos (Bergamin Filho et al., 1995).

Mutacbes na sequéncia de DNA também podem aumentar a viruléncia de racas
existentes ou a agressividade, 0 que causa erosdo de genes menores de resisténcia. A mutacao
como uma fonte de variacdo genética causa alteracGes na seqiiéncia do DNA de um gene
individual, resultando em novos alelos na populacdo. PopulacGes com nimero maior de alelos
tém maior diversidade de genes que populacdes com poucos alelos. Quando a mutacdo é
combinada com a sele¢do direcional, os mutantes virulentos aumentam rapidamente em
frequéncia, eliminando a efetividade dos genes de resisténcia. Patogenos como M. oryzae,
com reproducdo assexual e possivelmente recombinagdo parassexual e/ou anastomose hifal,
tém tendéncia a producdo de linhagens clonais com grupos de alelos coadaptados. A
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capacidade dos esporos assexuais de persistirem e manterem-se viaveis de um ano para outro

pode ter grande impacto na estrutura genética dessas populagdes (Prabhu & Filippi, 2006).

Melhoramento genético para resisténcia a Brusone

A resisténcia genética tem sido a forma mais eficiente no controle de doencas de
plantas, tanto pelas suas vantagens econémicas quanto ambientais. Porém, a obtencdo de uma
resisténcia duradoura que permanece efetiva ao longo do tempo enquanto um cultivar que a
possui é cultivado em larga escala e em monocultivo (Johnson, 1981) é um grande desafio

para melhoristas e fitopatologistas (Casela & Guimaraes, 2005).

O arroz apresenta resisténcia do tipo horizontal (parcial) e vertical (completa) para M.
oryzae (Marchetti 1983; Wang et al. 1994). A resisténcia do tipo horizontal representa uma
forma mais complexa de resisténcia a doencas envolvendo heranga quantitativa e varios genes
de efeitos menores. Genes de menor efeito podem desempenhar um importante papel na
manutencdo de niveis aceitaveis de doenca em condi¢fes de campo (resisténcia parcial). Tais
genes sdo de dificil selecdo na presenca de genes maiores em funcdo da ocorréncia de
interacdes epistaticas entre eles (Babujee & Gnanamanickam, 2000). A resisténcia horizontal
parece ser mais duravel, pois se mantém mesmo com o aparecimento de novas racas do
patdgeno, além de reduzir a taxa de desenvolvimento da doenca, sem afetar
significativamente o inoculo inicial. Fenotipicamente é expressa em caracteristicas tais como
capacidade de infeccdo reduzida e longo periodo de laténcia de modo que o numero de lesdes
gue se desenvolve em cultivares parcialmente resistentes € bem menor do que o que ocorre
nas cultivares mais suscetiveis. A resisténcia horizontal esta presente em maior ou menor grau
em todas as espécies de hospedeiros. Os genes que determinam este tipo de resisténcia ndo
sdo especificos, mas sim genes que normalmente existem em plantas sadias, regulando os

processos fisioldgicos normais. A resisténcia horizontal tende a ser perdida quando as culturas
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sdo melhoradas para resisténcia vertical, ou quando elas sdéo melhoradas sobre protecdo de
agroguimicos. Consequentemente, acredita-se que a maioria das cultivares modernas tem uma
resisténcia horizontal consideravelmente menor que as cultivares mais antigas (Burdon,

1992).

A principal medida de controle da brusone do arroz é o uso de cultivares com
resisténcia vertical, que sdo lancadas sequencialmente tanto para arroz irrigado quanto de
sequeiro. Como a resisténcia vertical pode ser mais facilmente incorporada nos cultivares
comerciais do que a resisténcia horizontal, o melhoramento do arroz tem se baseado
majoritariamente neste tipo de estratégia (Ou, 1977). Entretanto, este tipo de resisténcia €
governada por um ou por poucos genes, podendo ser mais facilmente quebrada pelo patgeno,
contribuindo para a baixa durabilidade da resisténcia nas cultivares lancadas. A resisténcia
completa para alguns gendtipos de M. oryzae é conferida por genes maiores (genes de
resisténcia R) que operam conforme a teoria gene-a-gene (Silué et al 1992;. Valent e Chumley
1994). De acordo com o conhecimento atual da interacdo gene-a-gene, o alelo de aviruléncia
(AV) codifica uma molécula elicitora que é reconhecido por um receptor especifico
(codificado pelo alelo de resisténcia R) na planta hospedeira. O reconhecimento da molécula
elicitora inicia uma rota de transducdo de sinais que ativam genes envolvidos na resposta de
hipersensibilidade. Por outro lado, se o patdgeno ndo possuir o gene de aviruléncia, este ndo
sera reconhecido pelo hospedeiro, resultando em interagdo compativel (suscetibilidade). A
resisténcia s6 ocorre quando o hospedeiro possui 0 gene de resisténcia (R) e o patégeno o
gene de aviruléncia (AV) correspondente. Qualquer outra situacdo resulta em susceptibilidade

(flor, 1971) (Tabela 1).
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Tabelal. Reagfes diferenciais compativel (+) e incompativel (-), possiveis entre plantas
diploides detentoras de genes de resisténcia (RR, Rr) e susceptibilidade (rr), e isolado (raca)
do patégeno contendo um gene de aviruléncia (Avr) ou de viruléncia (avr), de acordo com a

teoria gene-a-gene.

Gene do hospedeiro

Gene do patogeno R- RR
Avr - +
avr + +

O fato de existirem muitas racas em uma populacdo do patégeno, aliado aos
mecanismos que promovem a variabilidade genética do fungo, contribui para a quebra de
resisténcia de uma cultivar com resisténcia monogénica vertical ao patdégeno. Por exemplo, a
mutagdo de um gene de “aviruléncia” que produz um elicitor que induz a expressao da
resisténcia em hospedeiros com o gene de resisténcia Pi-ta, resulta na formacdo de uma nova
raca capaz de infectar plantas que carregam esse importante gene de resisténcia. 1sso ocorre
porque a planta ndo reconhece a nova raga do patdégeno. Desse modo, a nova raga do fungo
escapa a resisténcia, o que significa que as cultivares contendo esse importante gene de
resisténcia sdo muito suscetiveis a essa nova racga, embora elas permanecam resistentes as
outras racas do fungo (TeBeest et al., 2012). A resisténcia completa é caracterizada pela
prevencdo da reproducdo do fungo em interacdes incompativeis entre hospedeiro e patégeno.
De forma geral, a resisténcia vertical é de curta duracdo, pois os patdgenos tém capacidade de
quebré-la, quando aparecem ou séo introduzidas novas ragas para as quais as cultivares ndo

tém resisténcia.

A base genética da maioria das cultivares melhoradas de arroz é estreita, e 0s genes
maiores com grandes efeitos fenotipicos foram largamente utilizados no melhoramento
genético, visando a resisténcia a brusone. Os programas de melhoramento de arroz no Brasil
desenvolveram varias cultivares resistentes a brusone ao longo dos anos, tanto para as

condicdes de terras altas (sequeiro) como para arroz irrigado, utilizando doadores com amplo
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espectro de resisténcia. A uniformidade genética e a monocultura trouxeram beneficios
econbmicos consideraveis para produtores de arroz, industria de beneficiamento e
consumidores. Por outro lado, o uso de poucas cultivares geneticamente homogéneas

forneceu condigdes ideais para epidemias de brusone (Rangel et al., 2006).

Exemplos de resisténcia duravel em cultivares de arroz sdo raros em todo o mundo.
Conforme ja mencionado, uma das explicacdes para isto é que o fungo M. oryzae apresenta
grande variabilidade para patogenicidade (Valent & Chumley, 1991; Ou, 1980) e, portanto,
apresenta alta eficiéncia em mecanismos que lhe propiciam vantagens adaptativas na
interacdo com o hospedeiro. Outras causas da quebra da resisténcia sao geralmente atribuidos
a mudanca na composicdo das racas de uma populacdo, ao aumento de frequéncia de uma
raca compativel com o gene de resisténcia, a alteracdo na agressividade de isolados
pertencentes a uma mesma raca (Ahn et al., 1996; Levy et al., 1993), a ndo deteccdo de uma
raca patogénica durante o processo de selecdo de uma linhagem (Correa-Victoria & Zeigler,
1993), a evolucdo do patdgeno em resposta a pressdo seletiva exercida pelo hospedeiro
(monocultivo de cultivares portadoras de resisténcia vertical em grandes areas), ao uso de
fungicidas especificos, ou ainda a migracéo de populacbes do patdgeno de uma regido a outra
(Leung et al., 1993). Inclui-se ainda entre as causas de quebra de resisténcia a exposicao
inadequada das geracdes dos programas de melhoramento a diversidade populacional natural
do patégeno nas diferentes etapas do programa, e a existéncia de uma base genética estreita

das cultivares de arroz (Araujo & Prabhu, 2004; Nelson, 1996).

Exemplo de resisténcia duravel, o cultivar Oryzica Llanos 5, oriunda da Colémbia,
foi considerada até 0 momento como padrédo de resisténcia de longo prazo a diferentes racas
de brusone. De acordo com Lopez-Genera (2006), a resisténcia conferida pelo cultivar desde

0 seu lancamento em 1989, ainda permanece efetiva. Na Colémbia a interacdo deste cultivar
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foi avaliada com centenas de isolados do fungo, que foram incapazes de estabelecer reacédo
compativel com ele. Em trabalho realizado por Correa-Victoria & Zeigler (1993) utilizando
202 isolados oriundos de seis linhagens do IRRI, os autores constataram resisténcia do
cultivar Oryzica Llanos 5 a todos eles. O pedigree deste cultivar é derivado de 4 fontes
distintas de resisténcia a brusone, atraves de métodos de melhoramento convencional (Correa-
Victoria et al., 2004). Na Colémbia, o cultivar Oryzica Llanos 5 mostrou amplo espectro de
resisténcia nos testes International Rice Blast Nursery (IRBN) e alta estabilidade em
lavouras comerciais e nas parcelas de plantio sequenciais (Prabhu & Fillipi, 2006).
Segundo Roca et al., 2006 o cultivar se mantém com resisténcia duravel na Colémbia, Brasil,
Filipinas, Tailandia, Indonésia e Korea. Coréia. Contudo, recentemente (Ramos, 2009), em
experimentos realizados em condi¢Bes controladas de casa de vegetacdo com isolados
provenientes da Regido Central-Norte do Pais (Goias, Tocantins e Para), mostrou quebra de
resisténcia genética do cultivar Oryzica Llanos 5 em 34% dos 32 isolados estudados. A
quebra de resisténcia de Oryza Llanos 5 em testes em casa de vegetacdo com isolados da
regido Centro-Norte do Brasil alerta para a potencial quebra de resisténcia no campo

em novos cultivares oriundos dos programas de melhoramento.

Os investimentos em tempo, recursos financeiros e de recursos humanos no
desenvolvimento de uma nova cultivar sdo muito altos, geralmente necessitando de oito a dez
anos de pesquisa, envolvendo milhdes de reais, e dezenas de pesquisadores e técnicos
(Rangel, 2009). Devido a isto, a busca por novos cultivares e estratégias visando a uma
resisténcia estavel a brusone tem sido um dos principais objetivos do melhoramento genético.
O mercado de grdos de arroz necessita urgentemente, pois, de novas estratégias de
melhoramento genético que acelerem o desenvolvimento varietal, minimizando o risco de

epidemias e de perdas de produtividade devido a brusone.
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Entre as estratégias baseadas no emprego de genes de resisténcia completa ou
especifica a brusone, destacam-se os métodos de piramidizacdo de genes (Bonman et al.,
1992), emprego de multilinhas em complementacéo ao uso de variedades (Abe , 2004), uso de
mistura de variedades em plantios nas areas infectadas (Zhu et al., 2000) e também estratégias
baseadas no acimulo de genes de resisténcia parcial (Bonman et al., 1992). O uso combinado
de genes de resisténcia parcial e de resisténcia completa também tem sido sugerido (Bonman

etal., 1992).

No processo de transferéncia de alelos de resisténcia, os marcadores moleculares do
DNA podem ser uma ferramenta bastante util. Esses marcadores, se estreitamente ligados aos
alelos de resisténcia, podem ser usados na selecdo assistida para facilitar e tornar mais
eficiente o processo de desenvolvimento de linhagens resistentes. Nas etapas finais do
programa de melhoramento, naturalmente as inoculacfes ou exposicao da planta ao patdgeno
em condicBes de campo sdo imprescindiveis para confirmar a selecdo indireta feita

inicialmente por meio dos marcadores (Alzate-Marin et al., 2005; Milach, 1998).

O emprego de retrocruzamento assistido por marcadores moleculares, particularmente
daqueles que flanqueiam o alelo de resisténcia, € importante estratégia no desenvolvimento de
linhagens quase-isogénicas com genes de resisténcia oriundos de diferentes fontes. O
retrocruzamento assistido por marcadores reduz consideravelmente o efeito de arraste por
ligagdo de genes deletérios (“linkage drag”) em cruzamentos entre parental recorrente elite e
fonte silvestre de genes de resisténcia. O retrocruzamento assistido facilita e acelera a
recuperacdo do genoma do genitor recorrente. A cada geracdo de retrocruzamento assistido
por marcadores as plantas resistentes sdo identificadas atraves de inoculagdo com o patogeno
(ou de marcadores flagueando o gene de resisténcia). Em seguida, as plantas resistentes séo

genotipadas com marcadores moleculares distribuidos pelo genoma da planta para identificar,

35



entre elas, as plantas resistentes com maior taxa de recuperacdo do genoma parental
recorrente. Estas plantas sdo utilizadas na proxima etapa de melhoramento. Apds trés
geracOes de retrocruzamento o percentual de recuperacdo do genoma parental recorrente em
plantas resistentes €&, em geral, superior a 96%, equivalente a varias geracOes de
retrocruzamento convencional. A perspectiva é tornar mais eficiente a selecdo pelo aumento

de ganho genético por unidade de tempo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Mapeamento de genes de resisténcia a brusone

Procedimentos como a localizacdo e o mapeamento de genes de importancia
econdmica, com base em mapas genéticos, passaram a representar complementos importantes
a serem considerados em programas de melhoramento das mais variadas espécies vegetais
(Lee, 1995). Uma das aplicacbes mais importantes dos mapas genéticos é a localizagdo de
genes que controlam caracteristicas quantitativas, como producdo de grdos, altura da planta,
teor de proteina e resisténcia a doencas, que resultam da acdo cumulativa de um conjunto de
genes. Essas caracteristicas sdo denominadas poligénicas ou de heranga complexa, e 0s locos
que as controlam sdo chamados de QTLs (Quantitative Trait Loci). O mapeamento de QTLs
possibilita mensurar o nimero de locos quantitativos envolvidos na heranga complexa, bem
como suas localizagbes cromossémicas, modo de acdo génica (aditividade, dominancia,
heterose e epistasia), além de possibilitar a decomposicdo da interacdo genotipos por

ambientes ao nivel de cada QTL (Ferreira e Grattapaglia, 1996; Austin e Lee, 1998).

A disponibilidade de um grande nimero de marcadores microssatélites distribuidos no
genoma de arroz viabiliza a répida e eficiente construcdo de mapas geneticos, através do
emprego de equipamentos de alta performance, como sequenciadores de DNA (Schmidt,
2009). A construcdo de um mapa genético baseia-se na verificacdo de desequilibrio de ligacao

entre dois locos. O desequilibrio de ligacdo € uma medida de associacdo entre alelos de dois
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locos diferentes. Se dois alelos sdo encontrados juntos em uma populacdo mais
frequentemente do que seria esperado para os locos de segregacdo independente, os alelos
estdo em desequilibrio de ligacdo. A construcdo de mapas genéticos € hoje geralmente
baseada no polimorfismo de sequencia de DNA entre dois genitores com fenotipo
contrastante para a caracteristica que se deseja mapear. Por isso a importancia da escolha dos
genitores para a obtencdo de uma populacdo segregante para a caracteristica de interesse, de
forma a maximizar o desequilibrio de ligacdo entre um loco e a regido genémica associada a

caracteristica de interesse (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A eficiéncia da identificacdo e isolamento de genes de caracteristicas quantitativas via
mapeamento genético depende, entre outros fatores, da herdabilidade da caracteristica, da
disponibilidade de marcadores moleculares distribuidos ao longo do genoma, da analise de
um grande numero de individuos em diferentes geracdes de populacbes segregantes e de
ensaios experimentais que possibilitem a mensuracdo do fenotipo de interesse. LimitacGes
nestes fatores afetam diretamente a potencial deteccdo de QTLs de pequenos efeitos (Young,

1999; Stuber et al., 1999; Risch, 2000 apud Schmidt, 2009).

Populacdes de linhagens puras recombinantes (Recombinant Inbred Lines-RIL) séo
comumente usadas no desenvolvimento de mapas de QTL e o desenvolvimento desse tipo de
populacdo permite a obtencdo de uma populacédo de linhagens imortalizadas, com potencial de
uso para obtencdo de dados genéticos em diferentes estudos (Collard et al., 2005). O padrao

de segregacdo dos locos polimorficos na populacdo RIL é de 1:1.

O mapeamento de genes de resisténcia a brusone vem ha muito sendo objeto de
estudo. A sintese do conhecimento acumulado na identificacdo e mapeamento de genes de
resisténcia a brusone é complexa. Os estudos com M. oryzae comegaram no Japdo em 1917.

As tentativas de identificagdo de genes de resisténcia ocorreram logo em seguida e, pela
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importancia da doenca, os estudos se intensificaram em todo 0 mundo. A nomenclatura dos
genes de resisténcia a brusone identificados desde entdo é ampla e, muitas vezes, 0 mesmo
gene de resisténcia recebeu diferentes denominacdes. Os primeiros QTLs de resisténcia a
brusone foram mapeados por Wang et al. (1994). Desde entdo, um grande nimero genes de
resisténcia a brusone foi mapeado nos diferentes cromossomos de arroz, utilizando os mais
diversos tipos de populacGes segregantes. Ha pelo menos 85 locos de resisténcia descritos até
0 momento e cerca de 350 QTLs mapeados (Ballini et al., 2008). Os genes e QTLs

identificados incluem regides que conferem resisténcia completa ou parcial a brusone.

E limitada na literatura a descricdo de estudos de mapeamento de genes de resisténcia
a brusone com isolados de M. oryzae obtidos de lavouras de arroz em territorio nacional.

(Ohse, 2009).

Uso de multilinhas no controle da brusone

A constatacdo de estruturacdo em populagdes de isolados de M. oryzae do Centro-
Norte do Brasil tem implicacBes imediatas para os programas de melhoramento genético
visando resisténcia ao patégeno. A alta diversidade genética do patégeno implica na
necessidade de adogdo de metodologias que desfavorecam o desenvolvimento de epidemias
de brusone. O emprego de resisténcia vertical em programas classicos de retrocruzamento tem
levado a quebra de resisténcia nos novos cultivares logo apés o lancamento (Rangel, 2006).
Os riscos de grandes epidemias de brusone ao se trabalhar em grandes areas com
uniformidade genética sdo bem conhecidos. Segundo Bueno (2006), toda linha pura é um
hospedeiro ideal para uma determinada raca do patdgeno e, ao ser atacada por uma raga, esta
se dissemina muito rapidamente. Por este motivo o uso de linhas puras como cultivares
constitui um risco, principalmente em se tratando de casos de parasitas com grande

variabilidade genética, como M. oryzae. Partindo do principio de que uma linha pura
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constitui-se num material bastante vulneravel, em virtude de sua uniformidade genética, e
considerando a multiplicidade de racas do patdgeno, varias sugestdes foram apresentadas por
diversos autores, todas elas baseadas na diversificacdo ou multiplicidade de genotipos das
cultivares de espécies autogamas. Uma das alternativas para o controle de patdgenos de alta
variabilidade ¢ a utilizacdo de estratégias que aumentem a diversidade genética da populagédo
hospedeira, por meio do uso de misturas genéticas, que estabilizam a populacéo do patdégeno e

previnem o surgimento ou a sele¢do de novas ragas.

Uma alternativa muito interessante é o uso de multilinhas. Jensen (1952) propds um
sistema de estabelecimento de multilinha, formado com mistura de linhas puras superiores e
compativeis, uniformes na aparéncia, ciclo produtivo, altura de plantas, habito de
crescimento, coloracdo, tipo e tamanho dos grdos. De acordo com Browning & Frey (1981),
multilinha é uma mistura de linhagens genotipicamente idéntica (quase isogénicas), mas que
diferem uma da outra quanto ao gene de resisténcia a uma determinada raca do patdgeno. Esta
abordagem, originalmente sugerido por Jensen (1952) e Borlaug (1958), visa incorporar genes
diferentes em linhas isogénicas por retrocruzamento, misturando as linhas em igual
proporcao, e liberar o resultado como um cultivar multilinha comercial. Se uma componente
de linha torna-se susceptivel esta cultivar, pode ser substituida por outra linha resistente.
Quando nas multilinhas as diferencas se restringem ao(s) loco(s) de resisténcia tem-se com

isto as chamadas linhas quase-isogénicas (Bueno, 2006).

O desenvolvimento e ado¢do de multilinhas parece ser uma alternativa interessante
para ser explorada por programas de melhoramento em éareas com alta diversidade do
patogeno (Ramos, 2009). O uso comercial de multilinhas € baseado principalmente no seu
potencial em reduzir o impacto da doenca e estabilizar a produtividade. No caso de doengas, a

utilizacdo de multilinhas faria com que no campo houvesse linhagens resistentes a diferentes
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racas de um patodgeno, ja que cada linhagem seria resistente a uma ou mais racas, e dessa
forma, a colonizacdo por parte do patdgeno ndo seria tdo eficiente. A introducdo de
heterogeneidade sem sacrificar a produtividade e qualidade de grdos é benéfica, e 0 uso das
multilinhas tem sido sugerido para a reintroducédo dessa heterogeneidade genética em culturas
autdgamas desde o século passado, como uma forma de aumentar a durabilidade da
resisténcia as doencas das plantas (Jensen, 1952; Wolfe, 1985; Mundt et al., 1994; Wolfe,

2000; Mundt, 2002).

Muitos pesquisadores, com base em resultados obtidos em outros cereais, como
cevada, trigo e aveia, consideram o desenvolvimento de multilinhas como uma estratégia
alternativa para o controle da brusone do arroz. Nakajima et al. (1996 a) observaram o efeito
da multilinha na supressdo da brusone do arroz, onde a severidade e o percentual de plantas
doentes foi menor que o observado nos plantios individualizados. Neste estudo a reducéo da
brusone nas folhas foi de 50,2% e nas paniculas 18,1%. Indicacdes para o uso de multilinhas
para a resisténcia a doencas tém sido feitas por Jensen (1952) e Browning e Frey (1969) para
o0 cultivo de aveia, Borlaug (1965) para o trigo, Suneson (1960) para a cevada, Shands et al.
(1964) para o feijdo e varios outros autores para diferentes espécies de interesse. Jensen
(1965) ressalta que multilinhas de aveia produzem bem e de modo mais estavel do que no

plantio individualizado.

Numa multilinha as doencas podem aparecer com mais frequéncia do que em linhas
puras, mas as perdas sdao menores em funcdo do efeito protetor da mistura de genotipos.
Varios sdo 0s mecanismos que podem contribuir para a reducdo da intensidade de doencas. O
efeito diluicdo parece ser um dos mecanismos mais importantes. Assim, a doenca parece ser
reduzida na multilinha devido ao aumento da distancia entre as plantas da linhagem suscetivel

que compbde a mistura de linhagens. A presenca de linhagem resistente diminui a
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probabilidade do inoculo produzido na cultivar suscetivel atingir outras plantas suscetiveis,
reduzindo a taxa de aumento da epidemia (Zhu et al., 2000; Mundt, 2002; Bueno et al. 2006).
Apesar das plantas suscetiveis serem infectadas, ha uma diminuicdo na concentracdo e
dispersdo dos esporos. Isto atrasa o0 ataque e faz com que 0s prejuizos com a doenca sejam
diminuidos. Outros fatores como resisténcia induzida também sdo importantes. A resisténcia
induzida ocorre quando racas ndo virulentas para uma cultivar estimulam os mecanismos de
defesa das plantas e, como consequéncia, a planta € protegida da infec¢cdo por uma racga
virulenta (Castro, 2001; Zhu et al., 2000; Lannou et al., 1995). Outros importantes relatados
sdo o efeito de barreira e competicdo entre ragas do patégeno (Mundt, 2002; Browing e Frey,

1969; Zhu et al., 2000; Nakajima et al. 1996 a; Nakajima et al. 1996 b).

As multilinhas sdo obtidas através do método dos retrocruzamentos, sendo que cada
linha recebe genes de resisténcia a uma ou algumas racas predominantes do patdgeno. Apesar
da resisténcia vertical, a acdo das multilinhas se assemelha a da resisténcia horizontal. A

grande vantagem do uso das multilinhas é sua estabilidade.

Para que a multilinha seja funcional, a composi¢do das linhagens deve ser apropriada,
ou seja, deve haver uma harmonia entre 0s genes de resisténcia incorporados na mistura e 0s
genes de aviruléncia da populacdo do microrganismo patogénico. As analises moleculares da
populacdo do patdgeno e dos genes de aviruléncia podem fornecer informacdes adicionais nos

genes de resisténcia para maximizar a durabilidade da resisténcia (Bueno et al. 2006).
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OBJETIVOS

Identificar regibes do genoma de arroz associadas ao controle de resisténcia a brusone
na populacdo de linhagens puras recombinantes (RIL — Recombinant Inbred Lines) do
cruzamento entre as variedades tradicionais de arroz Chorinho e Puteca.

Avaliar 0 emprego de piramidizacdo indireta de genes de resisténcia a Magnaporthe
oryzae no desenvolvimento de multilinhas compostas por linhagens quase-isogénicas de arroz

irrigado com diferentes genes de resisténcia & brusone.
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HIPOTESES

O mapeamento genético de genes de resisténcia a Magnaporthe oryzae tornara mais
eficiente a introgressdo e piramidizacdo destes genes em linhagens do programa de
melhoramento genético através do emprego de selecdo assistida com marcadores moleculares.

O desenvolvimento de linhagens quase-isogénicas de arroz Irrigado resistentes a um
amplo espectro de racas fisioldgicas de M. oryzae para a formacdo de multilinhas conferira

maior estabilidade e durabilidade de resisténcia no campo a populacdo do patégeno.
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Capitulo 3

FLUXOGRAMA DA TESE
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CAPITULO 2

GENETICA DE RESISTENCIA: MAPEAMENTO DE GENES DE RESISTENCIA A
BRUSONE EM CRUZAMENTO ENTRE VARIEDADES TRADICIONAIS DE

ARROZ DE SEQUEIRO DO BRASIL
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RESUMO

GENETICA DE RESISTENCIA: MAPEAMENTO DE GENES DE RESISTENCIA A
BRUSONE EM CRUZAMENTO ENTRE VARIEDADES TRADICIONAIS DE
ARROZ DE SEQUEIRO DO BRASIL

A localizacdo de genes de resisténcia Magnaporthe oryzea no genoma de arroz e o
desenvolvimento de estratégias de emprego de genes de resisténcia completa e/ou parcial no
melhoramento genético é parte importante do desenvolvimento de variedades melhoradas em
regides tropical. A busca de resisténcia durdvel ao patdgeno depende do conhecimento do
processo de interacdo patdgeno-hospedeiro. O Banco de Germoplasma de Arroz possui
acessos de Oryza oriundos de vérias partes do mundo com potencial de abrigar genes de
resisténcia M. oryzae. Entre os acessos, adaptados as regides edafoclimaticas do Brasil e
pouco explorados como fonte de resisténcia a brusone, encontram-se as variedades
tradicionais de arroz coletadas em diferentes regiGes do territério nacional. Neste estudo, a
avaliacdo da interacdo entre isolados de Magnaporthe oryzae coletados na regido do Brasil
Central e genitores de populacdo de linhagens puras recombinantes de arroz (RILs —
Recombinant Inbred Lines), possibilitou a selecdo do isolado 623, raga fisiologica 1A-1,
apresentando reacdo de incompatibilidade (resisténcia) com a variedade tradicional japonica
tropical Puteca, e de compatibilidade (suscetibilidade) com a variedade tradicional japonica
tropical Chorinho. A analise de polimorfismo de DNA em 192 locos microssatélites e SNPs
distribuidos pelo genoma de arroz permitiu a construcdo de um mapa genético com 1074,19
cM e distancia de recombinacdo média entre marcadores de 5,59 cM. A fenotipagem da
populacdo RIL contendo 169 linhagens e testes de ligagdo com os 192 locos microssatélites
genotipados possibilitou a identificacdo do loco RM7213, proximo ao centrébmero do
Cromossomo 6, significativamente associado ao controle de resisténcia ao isolado M. oryzae
623. O gene mapeado foi provisoriamente denominado Pi-Putl. A regido do marcador
RM7213 possui aglomerados de genes de resisténcia a brusone, muitos deles de amplo
espectro de resisténcia, incluindo genes ja clonados através de mapeamento genético. O
desenvolvimento de resisténcia duravel a brusone do arroz depende de informacdes béasicas da
genética de resisténcia ao patogeno, que podem ser utilizadas para aumentar a eficiéncia do
emprego de piramidizacdo de genes de resisténcia a brusone nas cultivares desenvolvidas pelo

programa de melhoramento genético.
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ABSTRACT

Linkage mapping of Magnaporthe oryzae resistance genes and the development of strategies
of gene deployment to obtain major or partial resistance to rice blast is an important
component of rice breeding programs in tropical regions. The search for durable resistance to
the M. oryzae depends on the knowledge of the interaction between the pathogen and the
plant. The Rice Germplasm Bank is a reservoir of Oryza accessions from different regions of
the world which are potential sources of resistance to M. oryzae. Traditional rice varieties,
which have been collected in several regions of the Brazilian territory, are among the
accessions, adapted to different conditions of soil and climate in Brazil, which have not yet
been explored as sources of resistance to rice blast. In this study, the evaluation of the
phenotypic interaction between M. oryzae isolates collected in the Araguaia River Valley and
parents of a population of recombinant inbred lines (RIL) allowed the identification of isolate
623, physiological race 1A-1, which is able to induce incompatibility reaction (resistance) in
the traditional tropical japonica variety Puteca, and compatibility (susceptibility) in the
traditional tropical japonica variety Chorinho. DNA polymorphism analysis in 192
microsatellite and SNP loci, distributed in the rice genome, allowed the construction of a
genetic map with 1074.19 cM and average recombination distance of 5.59 cM between
markers. Interaction phenotype and linkage analysis allowed the identification of
microsatellite locus RM7213, located near the centromere region of chromosome 6,
significantly associated with resistance to M. oryzae 623. This gene was temporarily called
Pi-Putl. The region of maker RM7213 has a cluster of blast resistant genes, some of them
with broad resistance to blast races. This region can be further explored by breeding programs
in order to obtain new cultivars resistant to the pathogen.
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INTRODUCAO

A brusone do arroz, causada por Magnaporthe oryzae (Hebert) Barr, € uma das mais
importante doenca da cultura, afetando a producdo de arroz em todas as areas onde a espécie €
cultivada. O uso de genes de resisténcia ao patdgeno é a maneira mais eficiente, econémica e

ambientalmente adequada de minimizar os danos causados pelo fungo.

O patdgeno, no entanto, apresenta uma alta variabilidade em patogenicidade (Valent e
Chumley, 1994) e diversidade genética (Garrido, 2001). Na regido Central do Brasil, a
variabilidade genética observada em amostras colhidas em pequenas areas de uma lavoura
infectada pelo patdgeno é maior do que em amostras colhidas em areas extensas de regides de
clima temperado, como o Sul do Brasil (Brondani et al., 2000). Amostras colhidas em apenas
1 ha de lavoura de arroz no polo de producdo de arroz irrigado do Tocantins, na regido de
Formoso do Araguaia, incluem racas fisiologicas pertencentes a oito grupos de patotipos (Al-
IG e Il) (Dias Neto et al.,, 2010a). Esta variabilidade do patégeno por certo afeta a
durabilidade da resisténcia das variedades lancadas pelos programas de melhoramento
genético de arroz. Tem sido observado que a quebra de resisténcia das variedades melhoradas
no Brasil Central em geral ocorre apenas dois anos apds o lancamento das mesmas (Rangel et

al., 2009).

Segundo Ohse (2008), é grande a necessidade de desenvolvimento de estratégias que
facilitem a piramidizacdo direta ou indireta (ex. multilinhas, sintéticos) de genes de resisténcia
nas novas variedades advindas dos programas de melhoramento. Espera-se, desta forma, o
desenvolvimento de variedades com resisténcia estavel e durédvel ao fungo causador da
brusone. Para isto, 0 conhecimento da genética da interacio Magnaporthe oryza é

fundamental. No desenvolvimento de multilinhas, por exemplo, 0 conhecimento do espectro
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de resisténcia das fontes de resisténcia a doenca a diferentes racas do patdgeno e o controle
genético de resisténcia constitui-se em informacédo basica para a definicdo de estratégias de
piramidizacdo direta e indireta de genes de resisténcia. Dados de localizacao e efeito de genes

de resisténcia ao patégeno no genoma de arroz sdo importantes para este fim.

Até o momento, ainda é limitada na literatura a descri¢do de estudos de mapeamento
de genes de resisténcia a brusone com isolados de M. oryzae obtidos de lavouras de arroz em
territorio nacional e envolvendo a analise da interacdo do fungo com variedades tradicionais
ou linhagens usadas pelos programas nacionais de melhoramento genético de arroz (Ohse,
2008). O presente estudo visa ampliar o conhecimento nesta area. O emprego de genes de
resisténcia a diferentes racas da doenca pelos programas de melhoramento depende deste tipo
de conhecimento para o desenvolvimento de estratégias eficazes de obtencdo de variedades

resistentes.

O objetivo deste trabalho foi identificar regides do genoma de arroz associadas ao
controle de resisténcia a brusone utilizando isolados do patdgeno coletados na regido Central
do Brasil e variedades tradicionais de arroz do Banco de Germoplasma. Para isto, uma
populacdo de linhagens puras recombinantes (RILs — Recombinant Inbred Lines) derivadas do
cruzamento entre as variedades tradicionais brasileiras Chorinho e Puteca foi utilizada para
mapear locos de resisténcia a isolados de Magnaporthe oryzae coletados em Formoso do

Araguaia, TO.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencdo da Populacdo de Linhagens Puras Recombinantes de Arroz (Recombinant
Inbred Lines — RILs) - O desenvolvimento da populacdo das linhagens puras recombinantes
foi realizado pelo Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Arroz e Feijdo, em Santo
Antbnio de Goias, GO, sob a lideranca do Dr. Paulo Hideo Nakano Rangel. A populacdo
CNAXx13201, constituida por linhagens puras recombinantes (geracdo F7) foi derivada do

cruzamento entre as variedades tradicionais brasileiras Chorinho e Puteca.

As duas variedades pertencem a subespécie japonica tropical e sdo cultivares
tradicionais no Brasil. A variedade Chorinho (CA800103) foi coletada pelo sistema de
coleta, conservacdo e uso de recursos genéticos da Embrapa sob cultivo de sequeiro no
interior de Minas Gerais. A variedade Puteca (CA780217) foi coletada no sistema de

producdo de sequeiro no Estado de Goias (Pessoa-Filho, 2008 e Schmidt, 2009).

O cruzamento foi realizado entre uma Unica planta de cada variedade (Chorinho e
Puteca) para originar uma progénie F1. Uma Unica planta hibrida F1 foi autofecundada para a
obtencdo de uma populacdo segregante F2 composta por aproximadamente 200 plantas. A
populacdo segregante F2 foi avancada por autofecundacéo até a geracdo F7 pelo método SSD
(Single Seed Descent — “descendéncia através de uma tnica semente”) para a obtengédo de
familias apresentando incremento de homozigose a cada geracdo. Para isto, uma semente de
cada planta da geracdo F2 foi escolhida ao acaso, semeada em vaso e as geracdes avancadas
por autofecundacdo até a geracdo F7, obtendo-se, ao final deste programa, uma populacéo

composta por 186 linhagens puras recombinantes, com alto nivel de homozigose.

Avaliacdo de resisténcia a brusone da populacdo RIL Chorinho x Puteca em condicdes

controladas
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Material biologico do patégeno — Uma analise preliminar de isolados de diferentes
racas de M. oryzae em interacdo com variedades parentais Chorinho e Puteca foi conduzida
para identificar isolado capaz de interagir diferencialmente com estas variedades. Foram
testados 15 isolados de M. oryzae (Tabela 1), pertencentes as racas fisioldgicas mais
frequentes na regido de Formoso do Araguaia, TO, identificadas de acordo com Série

Internacional de Diferenciadoras de ragas de brusone (Ling e Ou, 1969).

Tabela 1. Relacdo de isolados de M. oryzae pertencentes as ragas fisioldgicas mais frequentes
na regido de Formoso do Araguaia, Lagoa da Confusdo e Dueré no Estado do Tocantins, Luiz
Alves em Goids e Paragominas no Para utilizados na andlise preliminar de isolados de

diferentes racas na interacdo com variedades parentais Chorinho e Puteca.

Dados de coleta

Isolado Raca Ano Municipio Latitude Longitude Cultivar
33 ID-10 2007 FA 11°49°02,81”° 49°42° 23,26 Epagri 108
62 ID-1 2007 LC 10° 8 54,57 49° 39’ 06,07 Best 2000
155 IC-1 2007 DU 11°10° 53,82 49°28° 11,47 Curinga
585 IB-49 2008 LAA  13°13°57,00 50°32’10,43” Epagri 109
610 IA-41 2007 LC 10° 39 34,85 49° 49’ 59,43 Piracema
615 ID-9 2007 DU 11°10° 53,82 49°28° 11,47 Epag. 109
616  IA-65 2006 FA 11°49°02,81”° 49°42° 23,26 Epagri 108
623 IA-1 2007 LC 10° 39 34,85 49° 49’ 59,43 Piracema
628 1A-33 2008 LAA  13°13°57,00 50°32°1043” Epagri 109
633 IB-17 2008 LAA  13°13°57,00 50°32’10,43” Epagri 109
635 IB-41 2008 LAA 13°13” 57,00 50° 32’ 10,43 Epagri 109
639 I1B-33 2007 LC 10° 39 34,85 49° 49’ 59,43 Epagri 109
689 IC-9 2007 LC 10° 39’ 34,85 49° 49’ 59,43 Epagri 109

PA-05 1A-1 2007 PA 3°3°27,85 53°18 45,18 BRS Primavera

L2P-3 IF-1 2008 LC 10° 39’ 34,85 49°49* 59,43 Diamante

FA= Formoso do Araguaia, TO; DU= Dueré, TO; LAA = Luiz Alves do Araguaia, GO; PA = Paragominas, PA;
LC = Lagoa da Confuséo, TO

O isolado 623, pertencente a raca IA-1 é mantido na cole¢do de M. oryzae da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, foi selecionado para inoculacdo da populacdo de
linhagens puras recombinantes. Este isolado produz reacdo de compatibilidade
(suscetibilidade) com a variedade Chorinho e de incompatibilidade (resisténcia) com a

variedade Puteca (Figura 1).
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Figura 1. Fendtipo da interacdo patdégeno-hospedeiro entre o isolado monospérico M. oryzae

623 e as linhagens parentais da populacdo de linhagens puras recombinantes: (A) Puteca
(resistente, a esquerda) e (B) Chorinho (suscetivel, a direita).

Condic6es experimentais - O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo de
vidro climatizada com temperatura média de 28°C (variacdo de 18°C a 32°C em horérios
criticos de minima e maxima) na Estagdo Experimental de Biologia (EEB) da Universidade
de Brasilia (UnB), localizada a 15°44'13"S e 47°52'56"W a 1.010 metros de altitude no

periodo de junho e julho de 2012 (Figura 2).

Material biologico e montagem do experimento de avaliagdo fenotipica - Foram
utilizadas no experimento as 186 linhagens da populagdo CNAx13201 e duas testemunhas, as
variedades Chorinho (CA 800103) e Puteca (CA 780217). O plantio das sementes foi
realizado em bandejas plasticas (sem furos) com dimensdo de 38 x 28 x 7 cm, contendo 4,0
Kg de substrato comercial PLANTMAX. Em cada bandeja foram semeadas 8 linhagens de
cada vez, utilizando-se 15 sementes de cada linhagem por parcela (linha de bandeja). Cada
parcela, portanto, foi composta por 15 plantas, com trés repeti¢Ges, totalizando 45 plantas por
linhagem pura recombinante. Apds a semeadura das sementes as bandejas foram mantidas em

casa de vegetacao até a inoculacdo (Figura 3).
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Figura 2. Ensaio de avaliacdo do fenétipo da interacdo entre o isolado 623 de M. oryzae € a

populacdo de linhagens puras recombinantes derivada do cruzamento entre as variedades de

arroz Chorinho e Puteca.
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Figura 3. Montagem do experimento de avaliacdo de resisténcia a brusone do arroz em

populacdo de linhagens puras recombinantes CNAx13201, derivada do cruzamento entre as

variedades tradicionais Chorinho x Puteca.
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Inoculacéo do hospedeiro e analise do fen6tipo da interacdo patégeno-hospedeiro - O
isolado de M. oryzae 623 foi cultivado em 20 placas de Petri (90 mm) para obtencéo de
indculo. O meio de cultura utilizado (aveia) e os protocolos para esporulagdo do fungo foram
realizados conforme descrito por Dias Neto et al., (2010b). Apos a esporulacdo, as placas
foram lavadas com 20 ml de &gua estéril gelada, a suspensdo filtrada em gaze e os conidios

quantificados em cAmara de Neubauer (Figura 4).

Figura 4. Inducédo de esporulacdo em isolados de M. oryzae. (A) Cultura em meio de aveia de
isolado de M. oryzae; (B) Raspagem superficial do micélio com alca de aluminio para
inducdo de esporulacdo; (C) Detalhe de cultura esporulada; (D) Quantificacdo de esporos e
reparo de inéculo para avaliagdo do fendtipo da interagdo patdgeno-hospedeiro.

A inoculagéo das plantas foi realizada com o auxilio de um pulverizador manual de
alta pressdao (Guarany — Pap 5.00l), tendo sido empregados 1,75 litros do in6culo na
concentracdo de 3x10° conidios x ml™ para inocular todas as plantas. Imediatamente apds a
inoculacdo, as plantas foram colocadas dentro de uma camara Umida por 24 horas com

temperatura em torno de 25°C, auséncia de luz e umidade préxima da saturacdo
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proporcionada por umidificador elétrico (Figura 5). Tais condi¢cBes sdo indicadas para a

inducdo do processo de infeccdo da planta de arroz pelo patégeno (Dias Neto, 2008).

Figura 5. Incubagdo de plantas de arroz recém-inoculadas com M. oryzae em cdmara Umida.

Ao serem retiradas da camara Umida as plantas retornaram para casa de vegetacdo
onde foram mantidas em condic¢des controladas. Apos sete dias foi realizada a avaliacdo das
reacOes de interacdo patdgeno-hospedeiro. Para avaliacdo da severidade da brusone foi
utilizada a escala de 0 a 9 proposta por Leung et al. (1988) e modificada por Prabhu & Filippi
(2006), que adicionaram a nota 4 a escala de valores (Figura 6). A reacdo nas plantas foi
considerada resistente (R) quando apresentou notas de severidade menor ou igual a 3, e
suscetivel (S) quando igual ou superior a 4 (Figura 6). Na nota 0 a reacdo de
hipersensibilidade ndo é visivel ao olho nd, enquanto nas notas 1 a 3 a reagdo de
hipersensibilidade é facilmente identificada.

Delineamento experimental - O delineamento experimental utilizado foi em blocos
inteiramente casualizados com trés repeticbes (186 linhagens puras recombinante x 3
repetices), empregando as linhagens parentais Chorinho e Puteca como controle. Puteca
apresenta um fendtipo de resisténcia ao isolado 623 (notas 1 a 3), com reacdo tipica de
hipersensibilidade. A variedade Chorinho apresenta um fendtipo de suscetibilidade (nota >5),

com desenvolvimento lento mas continuo de sintomas das doenca.
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Figura 6. Escala de notas usada na andlise do fenotipo da interacdo entre isolados de
Magnaporthe oryzae e plantas de arroz. As notas 0 a 3 sdo dadas para reacGes de resisténcia e
as notas 4, 5, 7 e 9 para reacdes crescentes de susceptibilidade do hospedeiro ao patégeno
(Ohse, 2008, modificado).

Genotipagem de locos de marcadores moleculares (microssatélites e SNPs- Single
nucleotide polymorphims) e construcdo do mapa genético utilizando a populacdo RIL
Chorinho x Puteca — Foram analisados 430 marcadores microssatélites para identificar locos
polimorficos entre as linhagens parentais Chorinho e Puteca. Um total de 110 marcadores
microssatélites apresentando alta qualidade e comportamento Mendeliano, foi selecionado
para anélise de ligacdo (Pessoa-Filho, 2008). Outros 768 marcadores SNPs foram testados
para polimorfismo entre as variedades Chorinho e Puteca (Silva, 2012). A selecdo de
marcadores moleculares microssatélites (Pessoa-Filho, 2008) e SNPs (Silva, 2012), assim

como a genotipagem da populagdo RIL Chorinho x Puteca, foi realizada para a construcao de
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mapa genético e mapeamento de regides do genoma associadas ao controle de resisténcia a
brusone. Um banco de dados de gendtipos de populacdes RILs foi construido e é mantido
pelo Laboratorio de Genética da Embrapa Cenargen. Estes dados genotipicos foram
combinados com os dados de fenotipagem da interacdo patdgeno-hospedeiro para o
mapeamento do loco de resisténcia a brusone do arroz no presente trabalho.

Para a construcdo do mapa genético, inicialmente foram realizados testes de distorcao
de segregacdo utilizando-se o programa QTLiciMapping, v. 3.2 (Wang et al., 2012). O teste
de FDR, ou razéo de falsas descobertas, foi utilizado como critério de ajuste para correcdo de
erro do tipo | (Benjamini & Hochberg, 1995), e o nivel de significancia para os testes de
distorcao de segregacao foi de 1%, ap6s correcao de Bonferroni.

O mapa de ligacdo integrando os dados de SSR (Simple sequence repeats)e de SNPs foi
construido utilizando-se o programa QTLiciMapping, v. 3.2 (Wang et al.,, 2012). Os
marcadores SNP selecionados no cruzamento Chorinho x Puteca (Silva, 2012) foram
avaliados em conjunto com os marcadores microssatélites previamente mapeados na
populacdo Chorinho x Puteca (Pessoa Filho, 2008). Linhagens e locos com mais de 20% de
dados faltantes foram excluidas da analise para evitar associa¢fes espurias. Um valor de LOD
(Logarithm of Odds) minimo de 3,0 e uma fra¢do de recombinagdo (©) maxima de 0,35 foram
utilizados como pardmetros iniciais no estabelecimento dos grupos de ligacdo. A ordem mais
provavel dos marcadores dentro de cada grupo de ligacdo foi estimada através dos algoritmo
heuristico TSP (“Traveling Salesman Problem” do programa (op¢ao “nnTwoOpt”).

As ordens finais dos locos em cada grupo foram checadas com a ordem dos locos no
mapa fisico do genoma de arroz, através do banco de dados Gramene (Jaiswal et al., 2006).
No caso de incongruéncias entre mapa fisico e mapas genéticos, foi considerada a ordem
estimada a partir dos dados experimentais no processo de mapeamento. Neste caso, 0

ordenamento foi feito pela funcdo “rippling” do programa, através da permutagdo de
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marcadores fortemente associados, tomados para ordenamento em grupos de até 8 marcadores
(m= 2 a 8 marcadores) de cada vez, e comparacdo dos m! segmentos de mapa possiveis. O
critéerio usado para a ordenacdo dos marcadores foi SARF (Adjacent Recombination
Frequencies). Os menores grupos de ligacdo obtidos foram considerados para analise
posterior. Os grupos de ligacdo detectados foram nomeados de acordo com 0s Cromossomaos
do genoma do arroz. Frequéncias de recombinacdo entre marcadores foram convertidas em
distancias de mapa, em centiMorgan (cM), utilizando-se a funcdo de mapeamento de
Kosambi (Kosambi, 1943). A representacdo grafica dos mapas de ligacdo foi desenhada

utilizando-se o programa QTLiciMapping, v. 3.2 (Wang et al., 2012).

Mapeamento de locos de resisténcia ao isolado 623 (raca I1A-1) de brusone — As notas
atribuidas ao fendtipo da interacdo entre o isolado M. oryzae 623 e as RILs do cruzamento
Chorinho x Puteca foram analisadas para associacdo com 0s marcadores microssatélites e
SNPs. A nota média das trés repeticdes experimentais foi considerada para anélise de
mapeamento. Inicialmente os testes de ligacdo gendétipo/fendtipo foram baseados em tabelas
de contingéncia 2x2, estimando-se valores de significancia de testes qui-quadrado (corrigidos

para continuidade pela férmula de Yates) e testes exatos de Fisher.

O teste de qui-quadrado com a correcdo de continuidade de Yates é adequado quando
uma ou mais classes em uma tabela de contingéncia 2x2 possui um ndmero pequeno de
amostras. Nesta situacdo, o experimento fere a premissa de que a probabilidade das
frequéncias observadas dos dados discretos tem uma distribuicdo qui-quadrado, que é
continua. O qui-quadrado (Yates) ajusta a continuidade da distribuicdo com a seguinte

equacéo:

N

O; — E;
i=1 *

~0.5)2
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Onde:

N = ndmero de eventos
O;=frequiéncia observada de eventos
Ei=freqliéncia esperada de eventos

O teste exato de Fisher, especifico para andlise de dados categéricos quando o
tamanho das amostras em diferentes classes é pequeno, também foi utilizado na andlise de
associacao entre marcadores microssatélites e o fendtipo da interacdo patdégeno-hospedeiro. O

teste é exato e ndo-paramétrico. A equacdo € a seguinte:

_ a-+b\(c+d n ) (a+b)llc+d)(a+c)l(b+d)
4 a c a+c/ nlalblc!ld!

Onde a, b, ¢ e d representam os valores distribuidos em cada um dos quadrantes da tabela de

contingéncia 2x2.

O mapeamento de regiGes do genoma de arroz associadas ao controle de resisténcia a
raca IA-1 (isolado M.grisea 623) foi também realizado através do método de SMA (Single
Marker Analysis) utilizando o QTLiciMapping, v. 3.2 (Wang et al., 2012). SMA possibilita a
identificacdo de marcadores associados a QTL com base na diferenca entre o valor fenotipico
médio de diferentes grupos de marcadores. O valor de LOD minimo utilizado para deteccéao
de ligacdo entre um marcador e regido de resisténcia a brusone empregado foi estimado
através de testes de permutacdo (1000 permutac@es; nivel de significancia de 0,05) (Churchill
& Doerge, 1994; Doerge & Churchill, 1996).

Por fim, empregou-se uma analise de mapeamento de Intervalo Simples (Lander &
Botstein, 1989) e Mapeamento de Intervalo Composto (Jansen, 1993; Zeng, 1993), através do
programa QTLiciMapping, v. 3.2 (Wang et al., 2012). Mapeamento de Intervalo Simples
(SIM — Simple Interval Mapping) é baseado em estimativas de méxima verossimilhanca, ou
regressdo linear de cada intervalo, possibilitando testes estatisticos para a posicao e o efeito de
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QTLs. A grande desvantagem de Mapeamento de Intervalo é a possibilidade de ocorréncia de
desvios nas estimativas de posi¢cdo de mapa e dos efeitos de QTL no caso de ligacdo entre
QTLs. J& o Mapeamento de Intervalo Composto (CIM — Composite Interval Mapping)
combina Mapeamento de Intervalo Simples com a andlise de regressao linear de multiplos
marcadores simultaneamente, possibilitando o controle dos efeitos do QTL em outros
intervalos em que o QTL estd sendo testado, aumentando a precisdo do processo de
mapeamento. O valor de LOD minimo para determinar significancia estatistica em
Mapeamento de Intervalo Simples e Mapeamento de Intervalo Composto também foi
estimado atraves de testes de permutacdo (1000 permutacdes; nivel de significancia de 0,05)

(Churchill & Doerge, 1994; Doerge & Churchill, 1996).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Quinze isolados de Magnaporthe oryzae de diferentes racas fisiologicas foram
avaliados para reacdo diferencial entre variedades de arroz utilizadas no desenvolvimento de
populacdo segregante para resisténcia a brusone do arroz. O isolado M. oryzae 623, coletado
na regido de Formoso do Araguaia (Tocantins), raca fisiologica 1A-1, foi selecionado para
analise de interagdo com uma populacdo de linhagens puras recombinantes (RIL) de arroz. O
cruzamento realizado para desenvolver a populacdo RIL envolveu as variedades tradicionais

Chorinho (suscetivel) e Puteca (resistente).

A andlise da interacdo patdgeno-hospedeiro nesta populacéo possibilitou a deteccdo de
96 RILs com reacdo de resisténcia ao isolado M. oryzae 623, e 73 com sintomas de
suscetibilidade, totalizando 169 RILs caracterizadas para resisténcia a este isolado. As demais
linhagens desta populacdo apresentaram inconsisténcia em uma ou mais repeticdes
experimentais, ou possuiam excesso de dados faltantes na analise genotipica, e ndo foram
consideradas nas fases seguintes da analise de mapeamento. A distribuicdo da nota média da
interacdo patdgeno-hospedeiro (escala 0 a 9) nos ensaios realizados foi a seguinte: 0<x<1=
34%; 1<x<2=19%; 2<x<3=24%; 3<x<4= 11%; >4= 12%. Observou-se, portanto, uma
prevaléncia de RILs com reacdo de resisténcia ao isolado 623 do patdgeno (notas médias
0<x<3= 77%) em relacdo a RILs suscetiveis a0 mesmo isolado (notas médias >3= 23%). As

linhagens resistentes apresentaram reacdes tipicas de hipersensibilidade.

A normalidade dos dados de distribuicdo das notas de resisténcia/suscetibilidade das
linhagens RILs foi checada usando os testes de curtose (k= -0,4365), simetria (5= 0,9199) e
Shapiro Wilk (W= 0,8095) através do programa QTLiciMapping, v. 3.2 (Wang et al., 2012).
A distribuicdo dos valores de fendtipo da interagdo patdgeno-hospedeiro ndo apresentou,
portanto, aderéncia & normalidade. Mesmo apds vaérias tentativas de transformacéo (raiz-
guadrada, arc sen, etc), os valores dos testes de normalidade permaneceram significativos, ou
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seja, rejeitou-se a hipotese nula de distribuicdo normal das notas de resisténcia/suscetibilidade
atribuidas a linhagens puras recombinantes (RILs). N&o obstante, foi dado prosseguimento a
analise de mapeamento de QTLs usando os procedimentos do Programa QTLiciMapping V.

3.2.

O mapa genético com 192 marcadores moleculares (SNPs e microssatélites) cobriu
1.074,19 cM do genoma de arroz, baseado na populacdo RIL derivada do cruzamento
Chorinho x Puteca (Figura 7). A distribuicdo destes 192 locos de marcadores moleculares por
todos os 12 cromossomos da espécie foi inicialmente confirmada através da localizacéo in
silico da sequéncia dos iniciadores (primers) dos marcadores no genoma de arroz, utilizando o

banco de dados disponibilizado pelo portal Gramene (www.gramene.org). A distancia média

entre locos nos 12 cromossomos representados no mapa genético foi de 5,59 cM (Figura 7). O
Cromossomo com maior comprimento de mapa foi o cromossomo 1, que cobriu 221,49 cM do
genoma de arroz. O menor comprimento foi observado no cromossomo 9 (7,97 cM). O
cromossomo 10 apresentou a maior densidade de marcadores, com aproximadamente um

marcador a cada 1,0 cM.

As notas atribuidas ao fenotipo da interacdo entre o isolado M. oryzae 623 e as
linhagens RILs foram analisadas para associagcdo com 192 marcadores microssatélites e SNPs.
A analise de ligacdo foi inicialmente baseada em tabelas de contingéncia 2x2 estimando-se
valores de significancia de testes qui-quadrado (corrigidos para continuidade pela férmula de
Yates) e testes exatos de Fisher. O teste exato de Fisher € um teste mais rigoroso que o qui-
quadrado (Yates) quando uma ou mais classes em uma tabela de contingéncia 2x2 possui um
nimero pequeno de amostras, 0 que ocorreu em algumas combinacbes genoétipo (alelo
Chorinho e alelo Puteca) versus fenotipo (resistente e suscetivel). Estas tabelas de
contingéncia sdo tipicas de estudos de resisténcia a patdgenos em plantas (Tabien et al.,
2000).
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Cromossomo 1 Cromossomo 2 Cromossomo 3 Cromossomo 4 Cromossomo 5

0 RM1 0 RM1075 0 RM22 0 S4_30176 0 0G61
475 RM7383
372 RM7636 1.94 S4_30261 259 0G47
7.85 RM7278
4156 RM145 3.03 RMS569 2535 RM348
16.26 RM3252 - } 2535 RM349 44.53 RM164
354 RMS4 4459 S2_80160 35.01 0Gs - )
28.35 S4_32515 47.76 RM7196
55.45 0G65 5218 RM7501 41.51 RM3461 2835 S4_32015
5277 RM7363
7955 0679 60.99 $2_16252 4879 S3 86525 28.79 431953
92 $1_35810 090 < 16398 ’ - 2923 S4_32053 82.85 §5_45643
101.91 81_37707 - 53.46 RM232 705 RM7200
104.11 0G12 81.72 $2_20343 7846 RM335 88.69 RM437
109.42 S1_38340 111.91 RM7205 64.03 RMS551 103.14 RM13
112.91 RM431 137.76 RM7511 96.71 0G44 c 9
136.4 S1_42523 romossomo
155.91 3
97. RM422
137.91 S1_42491 7.86 0 $9 21130 Cromossomo 10
170.59 S1_73964 16952 oces 0 S9 21145
169.52 RM3774
172.05 S1_74933 194 0G4s \ /:
172.54 S1.73527
— 172.46 RM498 CrOmOSSOmO 8 11.19 OSR28
172.54 S1_73600 ast RM207 0 RM38 38.15 RM3808
174.9 RM259
27.47 S8_75069
177.07 RMS5359 27.92 S8 64655
28.9 S8 59479
197.09 0G78 —
Cromossomo 7 289 S8_61191 Cromossomo 11
217.3 S1_14734 31.19 $8_79731
31.19 S8_79494
™ _ 0 RM224
218.68 S1_15348 y 9: 2\;3‘:2? 363 S8 84333 0.6 St 2752 Cromossomo 12
221.04 S1_18468 i : 32.53 S8_87742 9.64 S11_2753 ,
28.61 $7_69851 S i -
221.49 S1_19195 - 36.49 S8_16974 15.04 RM144 b '
56.57 S7_21149 38.74 S8_17533 26.79 RM254 297 s
22149 S1.19139 5700 7 21134 :0,6; 2871752 3175 RM206
0.6: 58_176! 39.02 S11_2233
57.09 §7.20770 41.52 S8_19459 44.66 112098
60.82 S7_22645 45.79 S8 20073 44.66 S11_2138
c 6 62.82 $7_23236 81.66 RMS5353 44.66 S11_2143
romossomo 6329 §7 22592 82.85 RMS0 63.78 RM229
S N - 92.85 RM433 64.84 0Go7
0 §6_25179 63.29 §7_22549 69.34 RM209
788 $6_24104 63.75 $7_22492 85.42 RM7391
8.83 S6_24136 67.36 RM10 83602 gxggz
9.78 S6_24221 - >
- 83.94 RM234 94.45 S11_9092
9.78 $6_24269 85.09 RM18 95.45 S11_9011
40.98 RM7213 108.88 RM420

Figura 7. Mapa genético composto de 192 marcadores microssatélites e SNPs, baseado na analise de segregacdo de 169 linhagens puras
recombinantes derivadas do cruzamento entre as variedades Chorinho e Puteca. A denominagdo e orientagdo dos cromossomos segue 0 mapa

fisico de arroz (www.gramene.org). Em cada cromossomo é representada a distancia entre marcadores em centimorgans (esquerda) e a

identidade dos locos de marcadores moleculares (direita). Marcadores SNP iniciam com a letra S enquanto marcadores microssatélites séo

identificados pelas letras iniciais RM, OG e OSR.
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Quando o Teste Exato de Fisher e o teste de Qui-Quadrado com correcdo de Yates
foram significativos, isto é, o valor de qui-quadrado (Yates) foi maior ou proximo de 6,64
(p<0,01) e um teste exato de Fisher foi <0,01, considerou-se a ligagdo significativa entre o
loco marcador e um gene maior de resisténcia ao isolado monosporico M. oryzae 623. Esta
analise permitiu identificar, entre todos 192 marcadores testados, um loco (RM7213,
Cromossomo 6), associado ao controle de resisténcia ao isolado 623 de M. oryzae com valor
de p<0,01 (Tabela 2). Outros trés marcadores, também no Cromossomo 6, apresentaram

evidéncia de ligagdo (valor de p<0,05): S6_24104, S6_24136, S6_24221.

Tabela 2. Valores estatisticos para evidéncia de ligacdo entre locos microssatélites e SNPs,
localizados no Cromossomo 6, e resisténcia ao isolado M. oryzae 623 com base em valores

estimados de x* (com correco de Yates) e de testes exatos de Fisher.

Loco Cromossomo Posicéo (cM) valor y° (valor p)  Fisher P-exato
S6_25179 6 0 1,943 (0,1634) 0,1159
S6_24104 6 7,88 4,087 (0,0432) 0,0411~*
S6_24136 6 8,83 4,316 (0,0378) 0,0236*
S6_24221 6 9,78 4,418 (0,0356) 0,0231*
S6_24269 6 9,78 3,043 (0,0811) 0,0745
RM7213 6 40,98 6,423 (0,0113) 0,0046**

*significativo a 5%; **significativo a 1%
Ha& evidéncia estatistica, portanto, de localizacdo de loco de resisténcia ao isolado M.
oryzae 623 no Cromossomo 6 de arroz, denominado provisoriamente de Pi-Putl. A linhagem

parental Puteca possui pelo menos um loco de resisténcia ao isolado 623 de brusone.

A analise de mapeamento de QTLs por Marcadores Individuais (SMA - Single Marker
Analysis) distribuidos pelo genoma de arroz possibilitou a estimativa de valor minimo de
LOD (Logarith of Odds Ratio) para a identificacdo de SNP e microssatélites associados ao

controle de resisténcia a brusone através de regresséo linear simples. O LOD minimo refere-
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se ao valor a partir do qual é detectada associacdo significativa entre um marcador e uma
regido que controla resisténcia a brusone. Neste caso, o valor minimo de LOD foi estimado
em 2,58 através de testes de permutacdo (Churchill & Doerge, 1994; Doerge & Churchill,
1996). A Tabela 3 apresenta a estimativas de LOD na analise SMA para 0s 192 marcadores
moleculares em relacdo aos dados fenotipicos de resisténcia/suscetibilidade a brusone na
populacdo RIL. Observa-se que apenas 0 marcador RM7213 (LOD= 2,60), no Cromossomo 6
(negrito), apresenta evidéncia de ligacdo com regido do genoma que controla resisténcia ao
isolado M. oryzae 623.

Tabela 3. Resultados da analise de mapeamento de QTL por SMA (Single Marker Analysis).
Os valores de LOD para evidéncia de associagdo entre o loco marcador e resisténcia ao
isolado M. oryzae 623 foram estimados, assim como o0 percentual da variacdo fenotipica
observada (PVE%), o valor aditivo (Adit) do efeito de substituicdo alélica no loco, assim

como os valores médios fenotipicos para os alelos em homozigose em cada loco (M(QQ);
M(qq)).

# Marcador Cromossomo Posi¢do (cM) LOD PVE(%) Adit M(QQ) M(qq)
1 RM1 1 0 0.4518  1.793 0.1981 15714 1.1751
2  RM7383 1 4.75 0.0922  0.3688 0.0903 1.4497  1.2692
3  RM7278 1 7.85 0.0011 0.0044  -0.0099  1.3594 1.3791
4  RM3252 1 16.26 0.0079  0.0318 0.0274  1.3881 1.3333
5 RM84 1 35.4 1.0468  4.1053 0.3344 15542 0.8854
6 0G65 1 55.45 0.0563  0.2252 0.0714  1.4265 1.2837
7 0G79 1 79.55 0.0633  0.2535 0.0745  1.4407 1.2917
8 S1.35810 1 92 0.023  0.0921 0.0449 14111  1.3212
9 S1 37707 1 101.91 0.3972  1.5779 0.1858  1.5555  1.1839
10 0G12 1 104.11 0.4255 1.6895 0.1923 1.5655  1.1808
11 S1_38340 1 109.42 0.3866  1.5362 0.1839 15376  1.1698
12 RMA431 1 112.91 0.547 2.1669 0.2192 15625  1.1242
13 S1 42021 1 135.02 0.162  0.6466 0.1195  1.4762 1.2372
14 S1 42653 1 136.4 0.2146  0.8555 0.1372 14946  1.2201
15 S1 42523 1 136.4 0.2146  0.8555 0.1372 14946  1.2201
16 S1 42491 1 137.91 0.1465 0.5849 0.1137 14709  1.2436
17 S1 74258 1 170.59 0.0977 0.3906  -0.0925  1.2748 1.4598
18 S1 74505 1 170.59 0.0977 0.3906  -0.0925  1.2748 1.4598
19 S1 73964 1 170.59 0.0977 0.3906  -0.0925 1.2748 1.4598
20 S1 74933 1 172.05 0.0676  0.2706 -0.077 1.2944  1.4485
21 S1 74437 1 172.54 0.0977 0.3906  -0.0925  1.2748 1.4598
22 S1 72505 1 172.54 0.0977 0.3906  -0.0925 1.2748 1.4598
23 S1 72712 1 172.54 0.0977 0.3906  -0.0925  1.2748 1.4598
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# Marcador Cromossomo Posicdo (cM) LOD PVE(%) Adit M(QQ) M(qgq)
24 S1_73272 1 172.54 0.0977 0.3906  -0.0925 1.2748 1.4598
25 S1 73527 1 172.54 0.0977 0.3906  -0.0925  1.2748 1.4598
26 S1_73600 1 172.54 0.0977 0.3906  -0.0925  1.2748 1.4598
27  RM259 1 174.9 0.1091  0.436 -0.0977  1.2678  1.4633
28 RM5359 1 177.07 0.1448 0.5781 -0.1127  1.2623  1.4876
29 OG78 1 197.09 1.1145  4.3649 -0.3093  1.0722  1.6909
30 S1.14734 1 217.3 0.4757 1.8871 -0.2032  1.1667 1.5731
31 S1 15348 1 218.68 0.4861 1.9279 -0.2058  1.1749  1.5864
32 S1 18468 1 221.04 0.5858 2.3188  -0.2253  1.1369 1.5876
33 S1.18604 1 221.49 0.7177  2.833 -0.249 1.117  1.6149
34 S1 18525 1 221.49 0.7177  2.833 -0.249 1.117  1.6149
35 S1_18590 1 221.49 0.7177  2.833 -0.249 1.117  1.6149
36 S1_18530 1 221.49 0.7177  2.833 -0.249 1.117  1.6149
37 S1 19195 1 221.49 0.7177  2.833 -0.249 1.117  1.6149
38 S1 19139 1 221.49 0.7177  2.833 -0.249 1.117  1.6149
39 RM1075 2 0 0.2296  0.9151 -0.1418 1.235  1.5185
40 RM7636 2 37.2 0.0789  0.3157 0.0845 1.4681  1.299
41  RM145 2 41.56 0.1217  0.4862 0.1038 14837  1.276
42 S2_80160 2 44.59 0.4287  1.7023 0.1932 15697  1.1833
43  RM7501 2 52.18 0.0489  0.1956 0.0665 1.4468  1.3137
44 S2_16407 2 60.99 0.0202 0.0811 0.0422 14121  1.3278
45 S2_16252 2 60.99 0.0202 0.0811 0.0422 1.4121  1.3278
46 S2_16398 2 60.99 0.0202 0.0811 0.0422 14121  1.3278
47 S2_20343 2 81.72 0.0345 0.1385  -0.0552  1.3172  1.4277
48 RMT7205 2 111.91 0.6298  2.4903 -0.2392  1.1809  1.6593
49 RM7511 2 137.76 0.0338 0.1352 -0.0547  1.3072  1.4167
50 J3 2 155.91 0.0041 0.0164 0.0189 1.3879 1.35
51 0G63 2 169.52 0.0717  0.2866 0.0793 14426  1.2839
52 RM3774 2 169.52 0.0717  0.2866 0.0793 1.4426  1.2839
53  RM498 2 172.46 0.3421  1.3609 0.1727 15333 1.1879
54  RM207 2 174.81 0.4757 1.8871 0.2032 15731 1.1667
55 RM22 3 0 1.142 4.4701 -0.3128 1.0526 1.6781
56  RM569 3 3.03 0.7789  3.0711 -0.2597  1.0926  1.612
57 OG5 3 35.01 0.3831  1.5226 -0.1841 1.16 1.5282
58 RM3461 3 41.51 0.1872  0.7469 -0.1278  1.2414 1.4971
59 S3 86525 3 48.79 0.0871  0.348 -0.0873  1.2816  1.4561
60 RM232 3 53.46 0.2047  0.8162 -0.1336  1.2356  1.5029
61 RMb5551 3 64.03 0.0131 0.0525  -0.0339  1.3333 1.4011
62 0G44 3 96.71 0.0076  0.0303 -0.0259  1.3397 1.3915
63  RM422 3 97.86 0.0051 0.0203 -0.0211  1.3457  1.388
64 S4 30176 4 0 0.4262  1.6922 -0.2648  1.2852 1.8148
65 S4 30261 4 1.94 1.0934  4.284 -0.4682  1.2541  2.1905
66 OSR15 4 25.35 0.0032  0.0125 0.0169 1.3816  1.3478
67 RM348 4 25.35 0.0032  0.0125 0.0169 1.3816  1.3478
68  RM349 4 25.35 0.0032  0.0125 0.0169 1.3816  1.3478
69 S4 32558 4 28.35 0.0153 0.0615  -0.0374 13382 1413
70 S4 32606 4 28.35 0.0153 0.0615  -0.0374 13382  1.413

81



# Marcador Cromossomo Posicdo (cM) LOD PVE(%) Adit M(QQ) M(qgq)
71 S4 32566 4 28.35 0.0153 0.0615  -0.0374 13382 1413
72 S4 32515 4 28.35 0.0153 0.0615  -0.0374 13382  1.413
73 S4 32015 4 28.35 0.0153 0.0615  -0.0374 13382 1413
74 S4 31953 4 28.79 0.0038 0.0152 -0.0186  1.3529  1.3901
75 S4 32053 4 29.23 0.0153 0.0615  -0.0374 13382 1413
76  RM7200 4 70.5 0.0405 0.162 0.0596 14303 1.3111
77  RM335 4 78.46 0.0677  0.2706 0.077 1.4485 1.2944
78 0G61 5 0 0.0798 0.3191 0.0841 1.4427  1.2745
79 0G47 5 25.9 0.0539 0.2156 0.0687 1435  1.2976
80 RM164 5 44.53 0.115 0.4598  -0.1014  1.2517 1.4545
81 RM7196 5 47.76 0 0.0001 -0.0013  1.3667  1.3692
82 RM7363 5 52.77 0.0595 0.2381 0.0737 1.4565  1.3092
83 RM3853 5 78.68 0.2088  0.8326 0.1351 15091 1.2389
84 S5 43479 5 82.85 0.2691 1.0716 0.1534 15309 1.224
85 S5 45643 5 82.85 0.2691 1.0716 0.1534 15309 1.224
86  RM437 5 88.69 0.3036  1.2087 0.1626 15322 1.2069
87 RM13 5 103.14 0.4362 1.7318 0.1956 1.545  1.1538
88 S6_25179 6 0 0.4236  1.6822 0.1966 1.6074  1.2143
89 S6_24104 6 7.88 1.2706  4.9609 0.331 1.7308 1.0688
90 S6_24136 6 8.83 0.9562  3.7565 0.2872 1.6728 1.0984
91 S6_24221 6 9.78 1.2706  4.9609 0.331 1.7308 1.0688
92 S6_24269 6 9.78 1.2706  4.9609 0.331 1.7308 1.0688
93 RM7213 6 40.98 2.6011 9.8918 0.4732 1.7549  0.8085
94  RM5055 7 0 0.1516  0.6052 -0.1151 1.25 1.4802
95 RM7161 7 14.95 0.0001  0.0005 0.0034 13718 1.3651
96 S7_69851 7 28.61 0.0757 0.3028  -0.0823 1.298  1.4626
97 S7_21149 7 56.57 0.0883  0.353 0.0879 14583  1.2825
98 S7_21028 7 57.09 0.0057  0.0227 0.0223 1.3898  1.3452
99 S7_20969 7 57.09 0.0057  0.0227 0.0223 1.3898  1.3452

100 S7_20950 7 57.09 0.0057  0.0227 0.0223 1.3898  1.3452
101 S7_20906 7 57.09 0.0057  0.0227 0.0223 1.3898  1.3452
102 S7_20843 7 57.09 0.0057  0.0227 0.0223 1.3898  1.3452
103 S7_20790 7 57.09 0.0057  0.0227 0.0223 1.3898  1.3452
104 S7_21075 7 57.09 0.0057  0.0227 0.0223 1.3898  1.3452
105 S7_20734 7 57.09 0.0057  0.0227 0.0223 1.3898  1.3452
106 S7_21134 7 57.09 0.0057  0.0227 0.0223 1.3898  1.3452
107 S7_20770 7 57.09 0.0057  0.0227 0.0223 1.3898  1.3452
108 S7_22645 7 60.82 0.2419 0.9639 0.1452 15146 1.2241
109 S7_23236 7 62.82 0.1933 0.771 0.1301 1.5062  1.2459
110 S7_22592 7 63.29 0.3543  1.409 0.1758 1.5515 1.2

111 S7_22549 7 63.29 0.3543 1.409 0.1758 1.5515 1.2

112 S7_22492 7 63.75 0.264  1.0514 0.1517 15238 1.2203
113 RMI10 7 67.36 0.1476  0.589%4 0.1139 14731  1.2453
114 RM234 7 83.94 0.7119 2.8107 0.2482 1.6055 1.1091
115 RM18 7 85.09 0.7119  2.8107 0.2482 1.6055 1.1091
116 RMA420 7 108.88 0.3485 1.3859 -0.1756  1.2154  1.5667
117  RM38 8 0 0.7179 2.8336  -0.2506  1.1458  1.647
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# Marcador Cromossomo Posicdo (cM) LOD PVE(%) Adit M(QQ) M(qgq)
118 S8_75069 8 27.47 0.005  0.0199 0.0216 1.3842 1.3411
119 S8 64655 8 27.92 0.0002 0.0006  -0.0039  1.3653  1.373
120 S8 59479 8 28.9 0.0965 0.3859 -0.0945  1.2958  1.4848
121 S8 61191 8 28.9 0.0965 0.3859 -0.0945  1.2958  1.4848
122 S8 81198 8 31.19 0.0098 0.0394  -0.0308  1.3467 1.4083
123 S8 81537 8 31.19 0.0098 0.0394  -0.0308  1.3467 1.4083
124 S8 81108 8 31.19 0.0098 0.0394  -0.0308  1.3467 1.4083
125 S8 79731 8 31.19 0.0098 0.0394  -0.0308  1.3467 1.4083
126 S8 79494 8 31.19 0.0098 0.0394  -0.0308  1.3467 1.4083
127 S8 84333 8 31.63 0.004  0.0161 0.0199 1.3816  1.3419
128 S8 87742 8 32.53 0.0116  0.0466 0.0333 13919 1.3252
129 S8 17156 8 36.49 0.0853 0.3412 0.0902 14324  1.252
130 S8 17228 8 36.49 0.0853 0.3412 0.0902 14324  1.252
131 S8 16842 8 36.49 0.0853 0.3412 0.0902 14324  1.252
132 S8 16344 8 36.49 0.0853 0.3412 0.0902 14324  1.252
133 S8 16867 8 36.49 0.0853 0.3412 0.0902 14324  1.252
134 S8 16339 8 36.49 0.0853 0.3412 0.0902 14324  1.252
135 S8 16974 8 36.49 0.0853 0.3412 0.0902 14324  1.252
136 S8 17533 8 38.74 0.0866  0.3461 0.0895 14366 1.2576
137 S8 17553 8 40.62 0.0528 0.2113 0.0714 14178  1.275
138 S8 17623 8 40.62 0.0528 0.2113 0.0714 14178  1.275
139 S8 19459 8 41.52 0.012 0.048 0.0336 1.3927 1.3254
140 S8 20073 8 45.79 0.1009 0.4038  -0.0953 12885 1.4792
141 RM5353 8 81.66 0.0033 0.0134 0.0171 1.385  1.3509
142 RM80 8 82.85 0.009 0.036 0.0281 1.3955 1.3393
143  RMA433 8 92.85 0.0126  0.0507 0.0333 14 1.3333
144 S9 21130 9 0 0.0644  0.2575 0.0751 1.4425  1.2924
145 S9 21145 9 0 0.0644  0.2575 0.0751 1.4425 1.2924
146 0G45 9 1.94 0.3235 1.2871 0.1678 15345  1.1988
147  OSR28 9 11.19 0.0519 0.2076 0.0677 1.4423  1.3069
148 RM3808 9 38.15 0.5355 2.1218 0.2155 15893 1.1582
149 S10_2684 10 0 0 0.0001 -0.0015  1.3667  1.3697
150 S10_2302 10 0.9 0.0118 0.0472 0.0323 1.3978  1.3333
151 S10 2242 10 0.9 0.0118 0.0472 0.0323 1.3978  1.3333
152 S10_2202 10 0.9 0.0118 0.0472 0.0323 1.3978  1.3333
153 S10_3838 10 4.83 0.0717  0.2866 0.0793 1.4426  1.2839
154 S10 3781 10 4.83 0.0717  0.2866 0.0793 1.4426  1.2839
155 S10 4713 10 5.73 0.2746  1.0936 0.155 15137  1.2037
156 S10_1173 10 12.34 0.0825 0.3302 0.0852 1.4481  1.2778
157 S10_1174 10 12.34 0.0825 0.3302 0.0852 1.4481 1.2778
158 S10_1168 10 12.34 0.0825 0.3302 0.0852 1.4481  1.2778
159 S10 1182 10 13.24 0.0616  0.2461 0.0735 14372  1.2901
160 S10 1188 10 13.7 0.035  0.1403 0.0556 14193  1.3082
161 S10 1194 10 14.15 0.016 0.064 0.0376 1.4021  1.3269
162 RM224 11 0 0.0135 0.0538 -0.035 1.3261 1.3961
163 S11 2736 11 9.64 0.1298 0.5185 -0.1074 1.2467  1.4615
164 S11 2752 11 9.64 0.1298 0.5185  -0.1074  1.2467 1.4615
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# Marcador Cromossomo Posicdo (cM) LOD PVE(%) Adit M(QQ) M(qgq)
165 S11_2753 11 9.64 0.1298 0.5185  -0.1074  1.2467 1.4615
166 RM144 11 15.04 0.0569 0.2277 -0.0716  1.2847  1.4278
167 RM254 11 26.79 0.4351 1.7274  -0.1957  1.1503  1.5417
168 RM206 11 31.75 0.3831 15226  -0.1841 1.16 1.5282
169 S11 2233 11 39.02 0.6102 24138  -0.2355 1.0815 1.5524
170 S11_2098 11 44.66 0.4073  1.6177 -0.1908  1.1458  1.5274
171 S11 2133 11 44.66 0.5167 2.0477 -0.214 1.1224  1.5505
172 S11 2155 11 44.66 0.5167  2.0477 -0.214 1.1224  1.5505
173 S11_2153 11 44.66 0.5167 2.0477 -0.214 1.1224  1.5505
174 S11 2149 11 44.66 0.5167 2.0477 -0.214 1.1224  1.5505
175 S11 2132 11 44.66 0.5167 2.0477 -0.214 1.1224  1.5505
176 S11 2123 11 44.66 0.5167 2.0477 -0.214 1.1224  1.5505
177 S11 2138 11 44.66 0.5167 2.0477 -0.214 1.1224  1.5505
178 S11_2143 11 44.66 0.5167 2.0477 -0.214 1.1224  1.5505
179  RM229 11 63.78 0.5463 2.1641 -0.2195 1.12 1.559
180 0G07 11 64.84 0.4072  1.6177 -0.1908  1.1458  1.5274
181 RM209 11 69.34 0.3861 1.5343 -0.1913  1.1219 1.5045
182 RM7391 11 85.42 0.1256 0.5015  -0.1083  1.2325 1.4491
183 RM202 11 89.08 0.0563 0.2251 -0.0714  1.2837  1.4265
184  RM536 11 90.8 0.0028 0.0109 -0.0159  1.3485 1.3803
185 RM7283 11 91.33 0.0541 0.2164  -0.0711  1.2791 1.4213
186 S11_9073 11 94.45 0.03 0.12 -0.0527 1.303  1.4084
187 S11 9092 11 94.45 0.03 0.12 -0.0527 1.303  1.4084
188 S11 9011 11 95.45 0.0314  0.126 -0.0534 1.305 1.4118
189 RM3226 12 0 0.1066  0.4258 0.097 1.4743  1.2804
190 S12 2343 12 7.53 0.003 0.0121 0.0164 1.3867  1.3538
191 S12 2331 12 7.97 0.0222  0.0889 0.0443 1.4167  1.328
192 S12 2330 12 7.97 0.0222  0.0889 0.0443 14167  1.328

# é 0 nimero do marcador molecular.

O loco RM7213, detectado anteriormente pelos testes de contingéncia de Fisher e Chi-

quadrado com correcdo de Yates, explica cerca de 9,89% da variacdo fenotipica para

resisténcia ao isolado M. oryzae 623 através da anélise SMA. A Figura 8 ilustra o valor de

LOD estimado para a ligacdo entre os marcadores testados e resisténcia a brusone, com

destaque para o loco RM7213.

A andlise de Mapeamento de Intervalo Simples detectou associa¢do significativa

(LOD= 3,19) entre a regido compreendida entre os marcadores S624269 e RM7213, no

cromossomo 6, com resisténcia ao isolado M. oryzae 623. O valor minimo de LOD para

Mapeamento de Intervalo Simples, obtido por testes de permutacédo, foi LOD=3,00. A Figura
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Oa apresenta a plotagem dos valores de LOD em todos os intervalos testados ao longo do
genoma de arroz. A Figura 9b destaca a evidéncia de associacdo do intervalo S624269-

RM7213 com o controle de resisténcia a brusone.
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Marcadores distribuidos no genoma de arroz

Figura 8. Distribuicdo dos valores estimados de LOD para associacdo entre marcadores

moleculares (SNP e SSR) e resisténcia ao isolado M. oryzae 623 no genoma de arroz.

A analise de Mapeamento de Intervalo Composto também detectou associacdo
significativa (LOD= 3,19) Na regido compreendida entre os marcadores S6 24269 e
RM7213, no Cromossomo 6, com resisténcia ao isolado M. oryzae 623. O LOD minimo
estimado por testes de permutacéo foi 2,98. A Figura 10a apresenta a plotagem dos valores de
LOD em todos os intervalos testados ao longo do genoma de arroz. A Figura 10b destaca a
evidéncia de associacdo do intervalo S6 24269-RM7213 com o controle de resisténcia a

brusone.
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Figura 9. Distribuicdo dos valores estimados de LOD para associacdo entre marcadores
moleculares (SNP e SSR) e resisténcia ao isolado M. oryzae 623 no genoma de arroz pela
analise de intervalo simples. (a) Curva de distribuigdo dos valores de LOD em cada intervalo
de mapa nos 12 cromossomos de arroz; (b) Evidéncia de associacdo significativa entre o

intervalo dos marcadores S6_ 24269 e RM7213, no Cromossomo 6, e resisténcia a brusone.
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Figura 10. Distribuicdo dos valores estimados de LOD para associacdo entre marcadores
moleculares (SNP e SSR) e resisténcia ao isolado M. oryzae 623 no genoma de arroz pela
analise de intervalo composto. (a) Curva de distribuicdo dos valores de LOD em cada

intervalo de mapa nos 12 cromossomos de arroz; (b) Evidéncia de associacdo significativa
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entre o intervalo dos marcadores S6 24269 e RM7213, no cromossomo 6, e resisténcia a

brusone.

As diferentes andlises estatisticas utilizadas neste estudo, como testes de contingéncia
(Fisher e Qui-quadrado com correcdo de Yates), Marcadores Individuais (SMA), Intervalo
Simples (SIM) e Intervalo Composto (ICM) apontam a regido do marcador RM7213, no
Cromossomo 6, como regido gendmica associada ao controle de resisténcia ao isolado M.
oryzae 623. O marcador RM7213 ocupa a posi¢do 10.448.510 pb no mapa fisico de arroz
(Figura 11), na regido central proxima ao centrdmero do cromossomo 6 (braco 6q)

(www.gramene.org). Trata-se de um microssatélite com repeticdio do motivo (ATAG)9,

originalmente identificado por McCouch et al. (2002).

Entre as regiGes do genoma de arroz com maior densidade de genes de resisténcia a
brusone destacam-se os cromossomos 6, 11 e 12 (Ballini et al., 2008). Em cada agrupamento
em geral sdo encontrados 5 a 8 locos de resisténcia, em familias de genes paralogos. E
interessante notar que a regido do marcador RM7213 detectada no presente trabalho tem sido
apontada como sede de genes de resisténcia a brusone em outros trabalhos independentes,
desenvolvidos com diferentes fontes de resisténcia e pedigrees diversos. O intervalo entre os
marcadores RM136 e RM7213, por exemplo, estd associado ao controle de resisténcia de
espectro amplo, oriunda da variedade DH104, a um isolado de M. oryzae da China (Sun et al.,
2011). N&o é possivel afirmar que se trata do mesmo gene de resisténcia pois ha varios
identificados nesta regido e, em geral, sdo organizados em familias com varias copias em
tandem. Os isolados do patdgeno e as variedades de arroz usados na avaliacdo de resisténcia
também s&o distintos. Para verificar alelismo entre diferentes estudos seria necessario, por
exemplo, desenvolver novos cruzamentos entre as variedades usadas e submeter suas

progénies a testes de interacdo patégeno-hospedeiro com os isolados selecionados.
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Um gene de amplo espectro de resisténcia a isolados de brusone do Japdo e das
Filipinas, identificado na variedade Kasalath (Ebitani et al. 2011), foi detectado no intervalo
entre os marcadores RM7213 e RM20155. Xiao et al. (2012) selecionaram uma linhagem de
arroz (D69) com amplo espectro de resisténcia a isolados de M. oryzae e mapearam uma
regido no cromossomo 6, préxima ao marcador RM7213, que aparentemente apresenta um
bloco de genes de resisténcia a brusone. Analise de mapeamento fino nesta regido identificou
um intervalo de ~100kb, entre os marcadores Ind306-RM19818, que inclui os genes Pi2, Pi9,

Piz, Piz-t e Pi40(t), além do gene por eles identificado, denominado Pi51(t).

Até o momento foram clonados nove genes de resisténcia a brusone (Ballini et al.,
2008), sempre utilizando a estratégia de clonagem posicional, que tem como ponto de partida
0 mapeamento de genes de resisténcia. Entre os genes clonados, trés genes de resisténcia a
brusone estdo localizados no cromossomo 6: Pid2, Pi2/Piz-t e Pi9. Pid2, anteriormente
conhecido como Pi-d(t)2, foi originalmente clonado com base na interacdo gene-a-gene entre
a variedade resistente Digu e o isolado M. oryzae ZB15 (Chen et al., 2006). Estudos
anteriores haviam localizado o gene na regido centromérica com cromossomo 6. O gene
codifica uma proteina de membrana do tipo receptora, com um dominio extra celular do tipo
B-lecitina, e intra-celular do tipo quinase serina/treonina. O gene é de cOpia Unica no genoma
de arroz e apresenta expressao constitutiva em variedades resistentes. A diferenca do alelo de
resisténcia para o alelo de suscetibilidade é a substituicdo de aminoécidos na posi¢do 441 na
proteina, causando a mudanca de metionina nas variedades suscetiveis para isoleucina nas

resistentes. O gene é dominante e confere resisténcia ampla a diversos isolados de brusone.

O segundo gene de resisténcia a brusone clonado no Cromossomo 6, Pi2/Piz-t, teve a
sequéncia completa obtida por clonagem baseada em mapeamento genético (map based
cloning) (ZHOU et al.,, 2006). Pi2 e Piz-t foram originalmente identificados de forma
independente e, mais tarde, confirmados como sendo o mesmo gene. Pi2/Piz-t € um gene
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dominante, que codifica uma proteina com dominio de sitio de pareamento de nucleotideo
(NBS — Nucleotide Binding Site) e dominio de regido repetitiva de leucina (LRR — Leucine
Rich Repeat). O gene faz parte de um aglomerado de genes NBS-LRR localizado préximo ao

centrdmero no cromossomo 6 de arroz.

Pi9 foi clonado através de informagdo de mapeamento genético (Qu et al., 2006). O
gene também é dominante, confere resisténcia ampla a diferentes isolados de brusone e
pertence a uma familia NBS-LRR. O gene localiza-se em um aglomerado de 6 genes
sequenciais (paralogos) no cromossomo 6 de arroz. O gene apresenta expressao constitutiva e,
portanto, a resisténcia conferida por Pi9 a M. oryzae ndo é induzida pela inoculacdo das

plantas resistentes com o patégeno.

i 2z 3 4 5 & 7 & & 1o 11 12

Figura 11. Representacdo da regido do mapa fisico de arroz que contém o marcador

RM7213, associado ao controle genético de resisténcia ao isolado M. oryzae 623.

O mapeamento de gene de resisténcia oriundo da variedade tradicional Puteca na
regido do marcador RM7213 no cromossomo 6 de arroz, portanto, parece indicar ser este gene
mais um membro do aglomerado de genes ja identificados e clonados nesta regido (Figura
11). Vaérios dos genes de resisténcia identificados proximos ao RM7213 possuem amplo

espectro de resisténcia (ex. Pi9, Pi2, Pi51(t)). Alguns deles possuem estrutura com dominios
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NBS-LRR e outros, como (Pid2), apresentam dominios B-lecitina e quinase serina/treonina.

Portanto, a regido abriga genes de resisténcia a brusone com diferentes funcionalidades.

A identificacdo e localizacdo no genoma de genes de resisténcia a brusone na
interacdo entre isolados de M. oryzae coletados no Brasil e variedades de arroz plantadas no
pais é ainda pouco conhecida. Apenas dois genes de resisténcia a isolados especificos do
patégeno, denominados Pi_Chl (Cromossomo 7 ) e Pi_Ch2 (Cromossomo 8), coletados no
Estado do Tocantins, foram mapeados no genoma de arroz até o0 momento (ohse, 2008). O
mapeamento de genes de resisténcia a brusone utilizando isolados coletados no Brasil Central,
onde a quebra de resisténcia em variedades melhoradas ocorre em curto periodo apés o
lancamento, é importante para a compreensao dos mecanismos de resisténcia ao patégeno e
para o desenvolvimento de estratégias de selecdo para resisténcia durdvel a doenca. A
resisténcia genética de novas cultivares de arroz langadas na Regido Central do Brasil tem

sido quebrada no primeiro ou segundo ano ap6s o lancamento comercial (Rangel et al., 2009).

A piramidizacdo de genes de resisténcia em uma nova cultivar é uma estratégia
proposta para potencialmente aumentar a durabilidade da resisténcia genética, a0 mesmo
tempo em que amplia o espectro de resisténcia a racas do patdgeno. A piramidizacdo pode ser
direcionada para incluir dois ou mais genes de resisténcia em uma mesma linhagem. Contudo,
a selecdo de plantas resistentes pela inoculacdo simultdnea ou sequencial com isolados de
diferentes racas do fungo ndo é possivel na interacdo M. oryzae-arroz, visto que 0s sintomas
de inoculacdo com um isolado confundem a avaliacdo de sintomas dos demais isolados. O
fenotipo de interacdo patdgeno-hospedeira com diferentes isolados poderia ser feito em testes
de progénie, mas isso é extremamente trabalhoso e pouco eficiente, visto que as selecBes
seriam para resisténcia a uma raca individual em uma geracdo, seguida de inoculagdo com

outra raca na geracao seguinte.
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Por outro lado, a selecdo de plantas resistentes a multiplos isolados poder ser facilitada
pelo uso de marcadores moleculares flanqueando diferentes genes de resisténcia ao patdgeno
em programas de retrocruzamento assistido por analise de DNA. O mapeamento genético,
neste caso, permite a selecdo para varios genes de resisténcia ao mesmo tempo, baseada nos
alelos observados nos locos de marcadores moleculares que estdo ligados ao gene de

resisténcia, acelerando a processo de piramidizagéo.

Noutra vertente, o melhorista pode ainda optar por piramidizacdo indireta,
desenvolvida através do emprego de linhagens quase-isogénicas (multilinhas) que possuem
genes de espectro amplo e com diferentes funcionalidades (dominios protéicos e atuacdo em
cadeia transducdo-sinal distintas). A piramidizacdo indireta €, pois, uma metodologia
indicada para regibes com alta diversidade do patégeno, grande numero de hospedeiros
alternativos, e clima favoravel ao desenvolvimento da doenca durante todo o ano. O emprego
de multilinhas é mais eficiente quando h& disponibilidade de informacédo sobre a localizacdo
dos genes de resisténcia no genoma, para evitar o risco de introgressdo do mesmo gene
oriundo de fontes distintas de resisténcia, bem como o conhecimento do tipo de gene de
resisténcia para diversificar a fisiologia do processo de interacdo patdgeno-hospedeiro. As
informacdes de mapeamento do gene de resisténcia oriundo da variedade tradicional Puteca
no presente estudo representam um passo importante na direcdo de aplicar informacéo

gendmica no desenvolvimento de multilinhas com resisténcia a brusone do arroz.

O desenvolvimento de resisténcia durdvel a brusone do arroz depende de informaces
basicas da genética de resisténcia ao patdgeno, que podem ser utilizadas para aumentar a

eficiéncia do emprego de piramidizacdo de genes de resisténcia a brusone.
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CONCLUSOES

A avaliacdo da interacdo entre isolados de Magnaporthe oryzae coletados na regido do
Brasil Central e genitores de populacdo de linhagens puras recombinantes de arroz (RILs —
Recombinant Inbred Lines), possibilitou a selecdo do isolado 623, raca fisioldgica 1A-1,
apresentando reacdo de incompatibilidade (resisténcia) com a variedade tradicional japonica
tropical Puteca, e de compatibilidade (suscetibilidade) com a variedade tradicional japonica
tropical Chorinho.

A analise de polimorfismo de DNA em 192 locos microssatélites e SNPs distribuidos
pelo genoma de arroz permitiu a construcdo de um mapa genético com 1074,19 cM e
distancia de recombinacdo média entre marcadores de 5,59 cM.

A fenotipagem da populacdo RIL contendo 169 linhagens e testes de ligacdo com o0s
192 locos microssatéelites genotipados possibilitou a identificacdo do loco RM7213 no
cromossomo 6 significativamente associado ao controle de resisténcia ao isolado M. oryzae
623. O gene mapeado no cromossomo 6 foi provisoriamente denominado Pi-Putl.

A regido do marcador RM7213, proxima ao centrémero do cromossomo 6, possui
aglomerados de genes de resisténcia a brusone, muitos deles de amplo espectro de resisténcia,

incluindo genes ja clonados atraves de mapeamento genético.
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CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO DE LINHAGENS QUASE-ISOGENICAS DE ARROZ
IRRIGADO PARA CONTRUCAO E TESTE DE MULTILINHAS PARA

RESISTENCIA A BRUSONE
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RESUMO

A brusone do arroz, causada por Magnaporthe oryzae, € uma das mais importantes doengas
da cultura, pela sua ampla distribuicdo geografica e capacidade de destrui¢do das lavouras. A
doenca é um desafio para os orizicultores e constitui-se em um dos fatores limitantes da
produtividade do arroz, especialmente na regido Central do Brasil, uma &rea de alta
diversidade genética do patdgeno. Nesta regido, a resisténcia a brusone tem sido quebrada um
a dois anos apdés o langamento de uma nova cultivar. Uma das alternativas para o
desenvolvimento de cultivares resistentes é a piramidizacdo indireta, baseada na exploracao
de linhagens quase-isogénicas com diferentes genes de resisténcia para compor multilinhas.
No presente estudo, foram avaliadas linhagens quase-isogénicas de arroz com diferentes
genes de resisténcia a brusone e construidas quatro multilinhas para testar resisténcia ao
patdbgeno em condicdes de campo. As linhagens obtidas apresentaram caracteristicas
agrondmicas (ex. produtividade, porte baixo, ciclo, resisténcia a acamamento, qualidade de
grdos, etc.) muito semelhantes as observadas nos seus respectivos genitores recorrentes. As
linhagens apresentaram ganho de resisténcia a diferentes racas de M. oryzae. O efeito de
multilinha na contencdo da epidemia de brusone no campo foi detectado em experimento
baseado na inoculacdo da bordadura com uma mistura de 15 racas do patdgeno e avaliacdo de
sintomas nas linhagens e multilinhas. Observou-se uma reducdo significativa na taxa de
infeccdo da doencga nos tratamentos suscetiveis, atribuida ao emprego de multilinhas. Este
resultado sugere que o emprego de multilinhas na producédo de arroz no Brasil pode contribuir
para a obtencdo de resisténcia mais duravel a M. oryzae em regifes com alta diversidade de

racas do patdgeno.

99



ABSTRACT

Rice blast, caused by Magnaporthe oryzae, is one of the most important diseases of rice, due
to its broad geographic distribution and capacity to destroy the crop. This disease is a
challenge to rice farmers and one of the factors which limit rice yield, especially in the
Central Region of Brazil, which is considered an area of high genetic diversity of the
pathogen. In this region, rice blast resistance has been overcome only one or two years after a
new resistant cultivar is commercially released. One of the alternatives for the development of
blast resistant cultivars is indirect gene pyramiding, based on the exploration near-isogenic
lines with different resistant genes to compose multilines. The present study was designed to
evaluate near isogenic lines with different resistant genes and use them to build four
multilines to test for blast resistance in the field. The lines showed agronomic traits (eg. yield,
plant height, cycle, lodging resistance, grain quality, etc.) very similar to their respective
recurrent parents. The lines also presented additional resistance to different races of M. oryzae
in relation to their recurrent parents. The effect of multilines to deter blast epidemics in the
field was detected in an experiment based on the inoculation of the experimental borders with
a mixture of 15 races of M. oryzae, followed by phenotypic evaluation of the lines and
multilines during the epidemics. A significant reduction in the rate of disease infection in
susceptible controls was attributed to the use of multilines. This result suggests that the use of
multilines in rice production in Brazil could contribute to obtain durable resistance to M.

oryzae in regides with high genetic diversity of the pathogen.
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INTRODUCAO

O arroz é uma cultura de grande importancia para o Brasil, base da alimentacao diaria
dos 200 milhdes de habitantes do pais. A area de producdo de arroz no Brasil atinge 2,5
milhGes de hectares, divididos equitativamente em dois modos de producéo: o arroz irrigado,
produzido majoritariamente no Sul do Brasil, com produtividade média de 7.000 kg/ha, e 0
arroz de sequeiro, plantado em areas dispersas das regides Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste,
com produtividade média de 2.300 kg/ha. A producéo de arroz projetada para 2022 no Brasil
é de 15,2 milhGes de toneladas, equivalendo a um crescimento anual médio de 1,4%. Esse
acréscimo de producdo devera ocorrer principalmente no arroz irrigado (MAPA, 2012), a
continuar a tendéncia observada nos ultimos anos. Parte do cultivo de arroz irrigado ocorre

hoje em &rea tropicais, como no Vale do Rio Araguaia, na Regido Central do Brazil.

Dentre as doengas do arroz, a brusone causada pelo fungo Magnaporthe oryzae, é
provavelmente a mais importante, devido a sua ampla distribuicdo geogréfica, capacidade de
infectar a planta em diferentes estadios de desenvolvimento e alta capacidade de destruicdo. A
doenca tem sido um desafio para os orizicultores e constitui-se em um dos fatores limitantes

da produtividade do arroz irrigado, especialmente em areas tropicais do territorio brasileiro.

Os programas de melhoramento genético tém desenvolvido diversas cultivares
resistentes a brusone nos Ultimos anos. Entretanto, a vida Gtil das cultivares em plantios
comerciais tem sido curta, devido a quebra da resisténcia pelo patdgeno. No Vale do Rio
Araguaia a quebra da resisténcia tem ocorrido em um a dois anos apés o lancamento de uma
nova variedade. A causa da quebra da resisténcia é atribuida a diversidade genética do fungo,
gue possui uma elevada capacidade de desenvolver novos patétipos nesta regido (Dias Neto et

al., 2010).
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O primeiro indicativo do alto nivel de diversidade genética de racas da Magnaporthe
oryzae em plantios de arroz irrigado no Vale do Rio Araguaia foi reportado por Garrido
(2001). Uma andlise utilizando marcadores microssatélites de 432 isolados coletados na
mesma regido evidenciou a alta diversidade genética do fungo em relacdo aos isolados
coletados no Rio Grande do Sul (Brondani et al. 2000). Dias Neto et al. (2010) analisando 250
isolados de M. oryzae obtidos em trés viveiros armadilhas localizados em areas comerciais de
arroz irrigado do Vale do Araguaia detectaram a presenca de 45 racas internacionais
pertencentes a sete grupos de patotipos (IA-1G). Entre os isolados testados foram detectados
61 patétipos de M. oryzae pertencentes a todos 0s grupos, com excecao do grupo IH. Estes
dados indicam que 0 Vale do Rio Araguaia ¢ um “hot spot” de diversidade de patotipos de M.
oryzae, o que pode explicar a rapida quebra da resisténcia a brusone das cultivares lancadas

nesta regido.

Uma das alternativas para 0 manejo sustentavel das cultivares modernas de arroz é a
exploracdo de heterogeneidade genética em locos génicos especificos, como locos de
resisténcia a doencas, enquanto o restante do genoma é mantido homogéneo (Browning and
Frey 1981). Isto pode ser feito utilizando misturas de linhagens quase-isogénicas para
construir multilinhas, o que se constitui em uma piramidizagdo indireta de genes de
resisténcia. Quando uma multilinha é formada por uma mistura de linhagens quase-
isogénicas, que diferem entre si quanto aos genes de resisténcia que possuem, é possivel
piramidizar indiretamente um conjunto de genes de resisténcia para diferentes racas do
patégeno com o mesmo background genético. O objetivo desta estratégia é reduzir no campo
0 impacto da doenca, minimizando perdas com epidemias do patogeno e estabilizando a

produtividade em um patamar elevado.

A introducdo da heterogeneidade genética em locos de resisténcia para plantio de
multilinhas em lavouras comerciais sem sacrificar a produtividade e a qualidade de gréos é
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uma forma potencial de aumento da durabilidade da resisténcia a brusone, o que favorece a
sustentabilidade ambiental e econémica das lavouras de arroz irrigado. Varios sdo 0S
mecanismos que contribuem para a reducéo da intensidade de doengas em multilinhas (Zhu et
al., 2000; Mundt, 2002), destacando-se entre eles o efeito de dilui¢do, o efeito de barreira, a

resisténcia induzida e a competi¢do entre ragas do patdgeno.

O desenvolvimento de linhagens quase-isogénicas utilizadas na composi¢do de uma
multilinha deve ter como alvo o emprego de resisténcia a diferentes racas do patdgeno
prevalentes na area a qual a multilinha se destina. Além disso, é importante que o genitor
recorrente apresente alto potencial de produtividade e caracteristicas agronémicas desejaveis
comercialmente, como o ciclo curto, baixa altura, arquitetura de planta adequada ao modo de
producdo, além de qualidade industrial e culindria dos grdos. A reducdo da incidéncia de
doengas na multilinha potencialmente proporciona uma menor reducdo de produtividade de
grdos em condicOes de epidemia. Para isto, € fundamental que as linhagens quase-isogénicas
sejam similares quanto ao potencial produtivo. Isto evita que haja comprometimento de

produtividade de grdos da multilinha em razdo da mistura das linhagens que a compdem.

O desenvolvimento de multilinhas baseado em métodos de retrocruzamento assistido
por marcadores moleculares tem sido advogado como uma estratégia eficiente para a
obtencdo de linhagens quase-isogénicas aos genitores recorrentes (Ferreira & Gattapaglia,
1996). Cada multilinha seria resultante de uma mistura de linhagens quase-isogénicas
contendo diferentes genes de resisténcia a varias racas do patdogeno. O emprego de linhagens
cujo perfil de resisténcia é complementar ao de outras linhagens com o mesmo background
genético confere & multilinha resisténcia a um amplo espectro de racas do patégeno, o que

potencialmente pode conferir resisténcia duravel a doenca.
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Marcadores moleculares, como microssatélites e SNPs (Single Nucleotide
Polymorphims), podem ser utilizados em diferentes etapas do programa de retrocruzamento
assistido para auxiliar no desenvolvimento de novas cultivares, como na sele¢do de plantas
usando marcadores que flanqueiam os genes de resisténcia ao patogeno (foreground
selection), na selecdo de individuos da populacdo com maior taxa de recuperacdo do genoma
genitor recorrente (background selection), na estimativa do grau de recuperacdo do genoma
parental recorrente em casa linhagem quase-isogénica, ou ainda na identificacdo de individuos
com alto grau de pureza para obtencdo de sementes para a producdo comercial nas etapas

finais do programa.

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver linhagens quase-isogénicas de arroz
irrigado resistentes a diferentes racas do agente causal da brusone (Magnaporthe oryzae) e
construir e avaliar diferentes multilinhas derivadas de linhagens quase-isogénicas para
resisténcia maltipla a racas de M. oryzae em plantios de arroz irrigado em regides tropicais do

Brasil, como o Vale do Rio Araguaia.
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MATERIAL E METODOS

Desenvolvimento de linhagens quase-isogénicas de arroz resistentes a brusone

O desenvolvimento das novas linhagens de arroz irrigado resistentes a brusone foi
realizado na Embrapa Arroz e Feijdo, em Santo Antonio de Goias — GO, utilizando o método
do retrocruzamento. Foram utilizados como genitores recorrentes trés acessos: as cultivares
BRS Formoso e Diamante, e a linhagem CNA 8502. Como fontes de resisténcia a brusone
foram utilizados cinco genitores doadores: Oryzica 1, Oryzica Llanos 4, Oryzica Llanos 5,
CNAIi 9022, CNAI 9025 e 5287.

Foram realizados trés retrocruzamentos (RC; a RC3) entre 0s genitores recorrentes e as
fontes de resisténcia, seguidos de trés a cinco geracdes de autofecundacdo (RCsF; a RC3Fs).
Em cada geracdo de retrocruzamento as sementes das geragdes segregantes RC; a RC3 foram
plantadas em bandejas plasticas em casa telada e inoculadas com folhas frescas infectadas por
M. oryzae. As folhas infectadas foram coletadas em lavouras comerciais de arroz irrigado
onde a brusone ocorre de maneira epidémica. N&o houve, portanto, durante o
desenvolvimento, a inoculacdo das plantas com racas especificas do patégeno, mas com uma
populacdo de esporos originaria do campo.

Trinta dias ap6s a inoculacdo, as plantas resistentes foram selecionadas e
transplantadas para o campo. Plantas resistentes apresentaram reacdo de hipersensibilidade,
com lesdes ndo esporulantes de pequeno tamanho (<5mm). Durante a floracdo, as plantas
fenotipicamente semelhantes aos respectivos genitores recorrentes foram retrocruzadas de
forma individualizada. Na geracdo RC3F, foram realizados testes de progénie para selecéo das
linhagens homozigotas para resisténcia. Foram selecionadas 44 linhagens RC3F3, que foram
em seguida avaliadas em ensaios preliminares para caracteristicas agronémicas em Goias,

Tocantins e Roraima. As 26 linhagens mais promissoras (Tabela 1) foram submetidas a testes

105



de isogenia ou quase-isogenia com 0s respectivos genitores recorrentes através da mensuracao
caracteristicas agrondmicas e avaliadas para o espectro de resisténcia a racas do patdégeno. A
estimativa de recuperacdo do genoma genitor recorrente foi realizada para as linhagens mais
promissoras.

Tabela 1. Identificacdo dos acessos de arroz utilizados no desenvolvimento das linhagens
quase-isogénicas com diferentes genes de resisténcia a ragas de Magnaporthe oryzae.

Linhagem Cruzamento Identificagao
Diamante - Genitor recorrente
CNA 8502 - Genitor recorrente
BRS Formoso - Genitor recorrente
CNA10889 BRS Formoso/CNAi 9022////BRS Formoso Linhagem resistente
CNA10891 BRS Formoso/CNAi 9022////BRS Formoso Linhagem resistente
CNA10893 BRS Formoso/CNAi 9022////BRS Formoso Linhagem resistente
CNA10894 BRS Formoso/Oryzica Llanos 4////BRS Formoso Linhagem resistente
CNA10895 BRS Formoso/Oryzica Llanos 4////BRS Formoso Linhagem resistente
CNA10896 BRS Formoso/Oryzica Llanos 4////BRS Formoso Linhagem resistente
CNA10897 BRS Formoso/Oryzica Llanos 5////BRS Formoso Linhagem resistente
CNA10898 BRS Formoso/Oryzica Llanos 5////BRS Formoso Linhagem resistente
CNA10899 BRS Formoso/Oryzica Llanos 5////BRS Formoso Linhagem resistente
CNA10901 BRS Formoso/Oryzica Llanos 5////BRS Formoso Linhagem resistente
CNA10902 BRS Formoso/Oryzica 1////BRS Formoso Linhagem resistente
CNA10903 BRS Formoso/5287////BRS Formoso Linhagem resistente
CNA10904 BRS Formoso/5287////BRS Formoso Linhagem resistente
CNA10905 Diamante/Oryzica Llanos 4////Diamante Linhagem resistente
CNA10906 Diamante/5287////Diamante Linhagem resistente
CNA10910 CNAB8502/CNAI 9022////CNA8502 Linhagem resistente
CNA10911 CNAB8502/CNAi 9022////CNA8502 Linhagem resistente
CNA10913 CNAB8502/CNAI 9022////CNA8502 Linhagem resistente
CNA10914 CNAB8502/CNAi 9029////CNA8502 Linhagem resistente
CNA10916 CNAB8502/CNAi 9029////CNA8502 Linhagem resistente
CNA10918 CNAB8502/Oryzica Llanos 4////CNA8502 Linhagem resistente
CNA10921 CNAB8502/Oryzica Llanos 4////CNA8502 Linhagem resistente
CNA10923 CNAB8502/Oryzica Llanos 5////CNA8502 Linhagem resistente
CNA10924 CNAB8502/Oryzica Llanos 5////CNA8502 Linhagem resistente
CNA10926 CNAB8502/Oryzica 1////CNA8502 Linhagem resistente
CNA10927 CNAB8502/5287////CNA8502 Linhagem resistente
CNAI 9022 Metica 1/Carreon Fonte de resisténcia
Oryzica Llanos 5 P5269/P2060 Fonte de resisténcia
Oryzica Llanos 4 CR1113/IRAT122//Colémbia 1/P1274-6-8M-1-3M-1  Fonte de resisténcia
Oryzica 1 Napal/Takao Iku 18 Fonte de resisténcia
5287 - Fonte de resisténcia
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Testes de isogenia ou quase-isogenia pela mensuracao caracteristicas agronémicas

A comprovacdo de potencial isogenia ou quase-isogenia entre as 26 linhagens RC3F; que
foram selecionadas e 0s seus respectivos genitores recorrentes (BRS Formoso, Diamante e a
linhagem CNA 8502) foi realizada através da avaliacdo de caracteristicas agronémicas em 25
Ensaios de Valor de Cultivo e Uso (VCU) nos Estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso do
Sul, Maranhdo e Roraima por trés anos agricolas consecutivos, 2006/07 (seis ensaios),
2007/08 (12 ensaios) e 2008/09 (oito ensaios).

O delineamento experimental utilizado na avaliacdo foi blocos ao acaso com quatro
repeticdes. Cada parcela foi formada por oito linhas de 5,0 metros de comprimento, com area
atil avaliada de 4,0 metros nas quatro linhas centrais. As seguintes caracteristicas foram
avaliadas, de acordo com os critérios estabelecidos pelo Centro Internacional de Agricultura
Tropical (Jennings et al., 1981): (1) nimero de dias da emergéncia a floragdo média (FLO);
(2) altura de planta (ALT); (3) resisténcia ao acamamento (ACA); (4) produtividade de grédos
em kg ha™ (PROD); (5) rendimento de gréos inteiros (RGI) e total (RGT); (6) teor de amilose
(TA); (7) temperatura de gelatinizacdo (TG); (8) centro branco (CB); (9) coccdo (COC) e (10)
textura dos grdos (TXG).

Os dados de floracdo média, altura de plantas, resisténcia a acamamento e produtividade
média de graos foram submetidos a analise de variancia individual e conjunta, considerando
os efeitos de anos e locais como aleatdrios e o efeito de tratamentos como fixo utilizando o
programa Genes (Cruz 2001). As médias das caracteristicas analisadas foram comparadas
pelo teste de Dunnet (1955 e 1964) a 5% de probabilidade. Foram realizadas duas analises de
variancia para produtividade de grdos, uma com os dados coletados em 25 ambientes
envolvendo 25 linhagens e os trés genitores recorrentes, e outra com os dados de
produtividade de gréos coletados em 12 ambientes envolvendo as 25 linhagens mais a

linhagem CNAZ10896 e os trés genitores recorrentes. O motivo da realizacdo das duas anélises
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justifica-se pelo longo ciclo da linhagem CNA10896, que prejudicou a sua coleta de dados em
25 ambientes, enquanto possibilitou a avaliacdo de produtividade em outros 12 ambientes.
Avaliacdo das linhagens de arroz irrigado para resisténcia a brusone em condicdes
controladas

A construcdo de multilinhas para resisténcia a brusone depende do conhecimento do
espectro de resisténcia ao patdgeno observado nas linhagens. Multilinhas com espectro mais
amplo de resisténcia podem ser construidas pela combinacdo de linhagens com diferentes
genes de resisténcia ao patogeno. Para identificar o espectro de resisténcia a diferentes racas
de M. oryzae, as 26 linhagens (RC3F3), os trés genitores recorrentes (Diamante, CNA 8502 e
BRS Formoso) e as cinco fontes doadoras de resisténcia a brusone (CNAi 9022, Oryzica
Llanos 5, Oryzica Llanos 4, Oryzica 1 e 5287) foram inoculados em casa de vegetacdo com
isolados de M. oryzae, coletados em lavouras comerciais da regido do Vale do Rio Araguaia
(Tabela 2). As 10 racas utilizadas no experimento sdo as mais prevalentes nesta regido do pais
(Dias Neto et al., 2010). Os acessos foram inoculados com isolados pertencentes as ragas 1A-
1,1C-1, ID-1, 1A-65, ID-9, IB-1, IA-33, IA-41, IA-9 e IB-41.

Tabela 2. Relagéo dos isolados de M. oryzae utilizados para a identificacdo do espectro de

resisténcia das novas linhagens de arroz irrigado em condicdes controladas.

Dados de coleta

Isolado Raca Ano  Municipio Latitude Longitude Cultivar
683 1A-1 2007 FA 11°49° 02,81 49° 42’ 23,26’ Epagri 109
155 IC-1 2007 DU 11°10° 53,82 49°28° 11,47 Curinga
127 ID-1 2008 LAA 13°13° 57,00 50°32°10,43” Epagri 109
2 IA-65 2008 PA 3°3°27,85” 53° 18’ 45,18 Primavera
72 ID-9 2006 LC 10° 8” 54,57 49° 39’ 06,07 Epagri 109
613 IB-1 2007 LC 10° 39’ 34,85 49° 49’ 59,43’ Piracema
Ul0P-4 1A-33 2007 FA 11°49° 02,81 49° 42’ 23,26’ CNA 8502
67 IA-41 2007 FA 11°48’ 24,05 43’7 20,63 Epagri 112
680 1A-9 2007 FA S11°49° 02,81 49°42° 23,26 Epagri 109
F6-6 IB-41 2007 FA S11°49° 02,81 49°42°2326”" Diamante + CNA 8502

FA= Formoso do Araguaia, TO; DU= Dueré, TO; LAA = Luiz Alves do Araguaia, GO; PA = Paragominas, PA,
LC = Lagoa da Confusdo, TO
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Sementes destes acessos foram plantadas em bandejas plasticas medindo 40x25x7cm,
com 3,5 litros de substrato comercial “Plantimax” autoclavado. Utilizou-se 12 sementes de
cada acesso por sulco e oito linhagens por bandeja, com quatro repeticdes. As plantulas
cresceram em casa de vegetacdo climatizada com temperatura controlada de 26°C. Uma
adubacdo de cobertura foi realizada aos 15 dias apds a emergéncia, utilizando-se 3g de uréia
por bandeja, com a finalidade de predispor as plantas ao ataque de M. oryzae.

Para obtencéo de indculo, as 10 racas prevalentes foram repicadas em camara de fluxo
laminar com auxilio de uma lupa sob condicGes assépticas e transferidas para o meio de
cultura BDA. Cada placa contendo um isolado monospdrico foi identificada, vedada e
armazenada em incubadora tipo B.O.D. com temperatura ajustada para 25°C para crescimento
do fungo por um periodo de 12 dias. Ap6s o crescimento, o micélio superficial do isolado foi
raspado com alca de platina estéril em condi¢bes assépticas e as placas foram destampadas e
cobertas com pano crepe e colocadas sob luz fluorescente continua por 48 horas para a
esporulacdo do fungo. Apds a esporulacdo, o indculo foi preparado através de uma lavagem
com agua estéril e auxilio de um pincel macio, seguida da filtragem dos conidios em gaze. A
suspensdo conidial foi quantificada em cdmara de Neubauer e ajustada para a concentracao de
3 x 10° conidios/ml.

As plantas foram inoculadas aos 25 dias apds a emergéncia, com 20 ml do in6culo por
bandeja, utilizando um pulverizador manual. Em seguida, foram mantidas em cdmara Umida
com auséncia total de luz por 24 horas, com temperatura média de 25°C e umidade relativa
acima de 95%. A alta umidade tem o objetivo de induzir e manter o orvalho nas folhas
durante o processo de germinacdo e infeccdo do patogeno. As avaliagOes de severidade nas
folhas foram feitas sete dias apds a inoculacdo, por meio da analise visual do fenotipo
utilizando a escala de notas de 0 a 9, originalmente proposta por Leung et al. (1988) e

modificada por Prabhu & Filippi (2006), que adicionaram a nota 4 a escala de valores. A
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reacdo nas plantas foi considerada resistente quando recebeu notas de severidade menor ou
igual a 3 e suscetivel quando a nota foi igual ou superior a 4. Para essas avaliagdes, as plantas
ndo foram consideradas individualmente e sim como parcela. Desta forma, cada gendtipo foi
considerado suscetivel ao apresentar mais de 50% das plantas da parcela com notas para
lesGes em cada inoculacéo superior a 3.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com quatro
repeticdes. A normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada por estimativas de curtose
e assimetria, e analisadas pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Diferencas significativas entre o
perfil de resisténcia de uma linhagem e seu genitor recorrente foram analisadas pelo teste
Friedman (F) (Friedman, 1937), bem como diferencas significativas entre a nota atribuida em
cada repeticdo do experimento. Os dados foram analisados com o software MedCalc (versédo
MedCalc Statistical Software 12.7.7 (MedCalc Software BVBA , Ostend , Bélgica;
http://www.medcalc.org ; 2013)).

Construcdo e avaliacdo de multilinhas de arroz irrigado para resisténcia a brusone no
campo

Os dados agrondmicos coletados no campo (FLO; ALT; ACA; PROD) e de brusone nas
folhas em condi¢bes controladas foram usados para selecionar as seis linhagens com melhor
performance agronémica e que apresentavam resisténcia combinada para 0 maior nimero
possivel de racas do patdgeno. As seis linhagens foram usadas para construir quatro
multilinhas, compostas por duas linhagens cada uma. As quatro multilinhas, as seis linhagens
e trés testemunhas (BRS Formoso, Diamante e EPAGRI 109) foram avaliadas em ensaio de
campo em Formoso do Araguaia, Tocantins, no ano agricola 2011/2012.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso com quatro repeticdes e a
parcela foi composta por 12 linhas de 10 m de comprimento com espacamento de 0,20 m,

totalizando 24 m? (Figura 1A). Os tratos culturais realizados nas parcelas, tais como preparo
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do solo, adubacdo, manejo da agua de irrigacdo e aplicacdo de herbicida foram os mesmos
adotados nas lavouras comerciais da regido. Nao foi feita qualquer aplicacdo de fungicida

durante todo o experimento.

Figura 1. Ensaio de avaliagdo de multilinhas de arroz irrigado em Formoso do Araguaia, TO:
a) vista do experimento de avaliacdo de multilinhas de arroz irrigado; b) detalhe da bordadura
utilizada no ensaio, que foi submetida a inoculagcdo com mistura de isolados do patdgeno; c)
inoculagdo da bordadura com uma mistura de isolados das 15 ragas de M. oryzae; d) detalhe
do barbante utilizado na parcela marcando uma planta em que foi feita a leitura de incidéncia
de brusone na folha; e) vista do experimento com a bordadura totalmente infectada por
brusone, enquanto que as parcelas experimentais circundadas pela bordadura encontram-se
pouco afetadas por brusone.

Em volta do experimento foi plantada uma larga faixa de bordadura de 10 m de largura

utilizando a cultivar EPAGRI 109, considerada altamente suscetivel a brusone (Figura 1B).
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Para mensurar o efeito das multilinhas no desenvolvimento da doenga, foi realizada uma
aplicacdo de indculo composto de 15 racas de M. oryzae apenas na faixa de bordadura do
experimento (Figura 1C), plantada com EPAGRI 109. Os isolados monosporicos utilizados
para compor o inoculo foram obtidos da colecdo de M. oryzae da Embrapa Cenargen (Tabela
3).

Dentre os 15 isolados utilizados, oito estdo entre as 10 racas mais prevalentes na regido
do Vale do Araguaia. Para a raca IA-1 foram utilizados dois isolados distintos (623 e PA-05)
por pertencerem a grupos distintos, conforme analise de distancia genética realizada com
marcadores microssatélites por Ramos (2009). O isolado 33 raca ID-10, apesar de baixa
frequéncia na regido, foi incluido na analise por ter quebrado a resisténcia de Oryzica Llanos
5, cultivar até entdo considerada padrdo de resisténcia estavel a brusone (Ramos 2009) e uma
das fontes de resisténcia usadas para o desenvolvimento das linhagens no presente estudo
(Tabela 1). Das 15 racas inoculadas, apenas a raca IF-1 ndo foi detectada na regido onde o
experimento foi desenvolvido (Formoso do Araguaia, TO) embora tenha sido detectada no
municipio vizinho, Lagoa da Confusdo, TO (Dias Neto et al. 2010a). Ambas as regides,
contudo, pertencem ao Vale do Araguaia.

Cada um dos isolados foi repicado para 10 placas de Petri (150x10mm) com trés cubos
de 1,0 cm® de meio de cultura contendo micélio em cada uma delas. A preparacdo de meio de
cultura e a inducéo de esporulacdo do fungo seguiram os protocolos descritos por Dias Neto
et al., (2010b). Apds a esporulacédo, as placas com os isolados foram vedadas com filme de
plastico e armazenados em caixa de isopor a temperatura ambiente para transporte para o
campo. Durante o preparo do inoculo, as placas foram lavadas com 20 ml de agua esteril
utilizando um pincel para o desprendimento dos conidios do micélio. Apos a lavagem, a
suspensdo foi filtrada em gaze e os conidios foram quantificados em camara de Neubauer.

Para inoculacéo, a concentracdo da suspensdo foi ajustada para 3 x 10° conidios/ml na
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suspensdo final (20 litros). Em funcdo do grande nimero de isolados utilizados, as placas
foram lavadas com agua gelada e a solucdo de conidios mantida todo o tempo em recipientes
armazenados em gelo para evitar a germinacdo antes da inoculacdo. A inoculacdo foi
realizada no final da tarde para favorecer o processo de infec¢édo. O inoculo foi aplicado sobre
a bordadura do experimento para fornecer indculo secundario as parcelas experimentais na
fase vegetativa e reprodutiva, com um movimento da area externa para a area interna do
experimento.

Tabela 3. Relacdo dos isolados de M. oryzae utilizados na inoculacdo da bordadura do

experimento com multilinhas em condicbes de campo.

Isolado Raca Ano Local da coleta Latitude Longitude  Cultivar coletada
33  ID-10 2007 Formoso do Araguaia, TO 11°49° 02,81 49° 42’ 23,26 Epagri 108
62 ID-1 2007 Lagoa da Confusdo, TO 10° 8’ 54,57 49°39° 06,07 Best 2000
155  IC-1 2007 Dueré, TO 11°10° 53,82° 49°28° 11,47 Curinga
585 IB-49 2008 Luiz Alves do Araguaia, GO 13° 13’ 57,00 50° 32’ 10,43’ Epagri 109
610 IA-41 2007 Lagoada Confusdo, TO  10°39’ 34,85 49°49’ 59,43’ Piracema
615 ID-9 2007 Dueré, TO 11°10° 53,82”° 49°28° 11,47 Epag. 109
616 IA-65 2006 Formoso do Araguaia, TO 11°49° 02,817 49°42’ 23,26’ Epagri 108
623 IA-1 2007 Lagoa da Confusdo, TO 10° 39’ 34,85 49°49° 59,43>> SCSBRS Piracema
628 1A-33 2008 Luiz Alves do Araguaia, GO 13°13’57,00°> 50°32’ 10,43’ Epagri 109
633 IB-17 2008 Luiz Alves do Araguaia, GO 13°13’57,00*> 50°32’ 10,43’ Epagri 109
635 IB-41 2008 Luiz Alves do Araguaia, GO 13°13’57,00> 50°32’ 10,43’ Epagri 109
639 IB-33 2007 Lagoada Confusdo, TO  10°39’ 34,85’ 49°49’59,43”’ Epagri 109
689 IC-9 2007 Lagoada Confusdo, TO  10° 39’ 34,85 49°49° 59,43 Epagri 109
PA-05 1A-1 2007 Paragominas, PA 3°3°27,85” 53°18°45,18> BRS Primavera
L2P-3 IF-1 2008 Lagoa da Confusdo, TO 10° 39’ 34,85 49° 49> 59,43 Diamante

Foram realizadas duas avalia¢Oes de resisténcia a brusone na fase vegetativa e uma na
fase reprodutiva. Em cada parcela experimental foram avaliadas seis das doze linhas de cada
parcela plantada (linhas 2, 4, 6, 8, 10 e 12). Para facilitar a avaliagdo, um cordéo de 10 metros
de comprimento foi colocado ao longo da linha a ser analisada, e a cada metro foi amarrado
um péndulo de barbante e a planta localizada abaixo deste foi selecionada para ser avaliada
(Figura 1D). Em cada parcela foram realizadas 60 leituras individuais, perfazendo um total de
240 plantas por tratamento (60 parcelas x 4 repeticdes). Na primeira avaliacao, que ocorreu 20

dias apods a inoculacdo da bordadura, a leitura da severidade da brusone nas folhas foi feita na
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quarta folha de cada planta selecionada e na segunda avaliacdo a leitura foi feita na folha
bandeira. Para avaliacdo da severidade da brusone nas folhas foi utilizada a escala de 0 a 9
proposta por Leung et al., (1988) e modificada através da inclusdo da nota 4 conforme
sugerido por Prabhu & Filippi, (2006).

Utilizando o mesmo procedimento, avaliou-se também 60 plantas na bordadura
inoculada artificialmente. Estas amostras foram identificadas como “Epagri 109-bordadura”
na andlise estatistica. A segunda avaliacdo na fase vegetativa ocorreu 30 dias apds a
inoculacdo da bordadura. O objetivo desta avaliagdo foi confirmar os resultados obtidos na
primeira avaliacdo, feita 10 dias antes. As notas de cada planta analisada em cada tratamento
foram submetidas a uma analise ndo-paramétrica pelo teste de Friedman (Friedman, 1937). O
teste de Friedman é usado quando o mesmo parametro (resisténcia a doenca) € medido em
diferentes condicdes (ex. repeticbes experimentais em datas diferentes e reavaliacdes ao longo
do tempo) nos mesmos materiais, neste caso, as multilinhas e controles. O teste é uma
alternativa a andlise de variancia (ANOVA) para medidas qualitativas ou semi-quantitativas,
gue ndo obedecem a uma distribuicdo normal. Os valores estimados para cada acesso em cada
avaliacdo foram comparados par-a-par com base no valor estimado de F minimo para
separacdo de médias pelo teste de Friedman, utilizando o software MedCalc (MedCalc
Statistical Software version 12.7.7 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium;
http://www.medcalc.org; 2013). Os resultados das duas avaliagdes foram também submetidos
a uma analise ndo-paramétrica de dados pareados para verificar se a mediana das diferencas
entre notas em cada tratamento foi significativa, através do Wilcoxon Signed Rank Test.
Finalmente, uma analise combinada das duas avaliagdes também foi realizada através de
Analise de Variancia computando para cada par de dados (avaliagdo 1 e avaliacdo 2) uma

estimativa da hipotenusa do tridngulo formado no planocartesiano pelas notas das duas
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avaliagOes realizadas. A hipotenusa foi calculada utilizando a seguinte formula:
Hip = JW + A2%) onde: Hip = hipotenusa, Al = avaliagdo 1; A2 = avaliagdo 2.

A avaliagdo da severidade da brusone na panicula foi feita na fase de maturacdo do
gréo, atribuindo-se notas conforme a escala: 0 = sem nenhuma infe¢do; 1 = menos de 1% das
paniculas infectadas; 3 = de 1% a 5% das paniculas infectadas; 5 = de 6% a 25% das
paniculas infectadas; 7 = de 26% a 50% de paniculas infectadas e 9 = de 51% a 100% de
paniculas infectadas (Embrapa, 1977). Os dados foram analisados utilizando os Modelos
Lineares Generalizados (GLM) do SAS® (SAS Institute, 2011) considerando as 240
repeticdes por tratamento do ensaio (avaliagdo de 60 plantas por tratamento X quatro
repeticdes) e as 60 repeticbes da bordadura (Figura 1E). Os valores estimados para cada
acesso foram comparadas pelo teste de Dunnet (1955 e 1964) a 5% de probabilidade com os
valores estimados da testemunha suscetivel do ensaio Epagri 109, bem como com o valor
estimado de Epagri 109-bordadura (inoculado).

Estimativa de recuperacéo do genoma do genitor recorrente

Entre as 26 linhagens quase-isogénicas (RCsFs) que foram selecionadas com base na
andlise de caracteristicas agrondmicas em ensaios de campo, as duas mais promissoras, com
caracteristicas agronémicas similares as do genitor recorrente e que apresentam potencial de
langamento comercial com multilinha ou como cultivar, foram submetidas a estimativas de
recuperacdo do genoma do genitor recorrente utilizando marcadores moleculares SNPs. O
DNA gendmico de cada linhagem foi extraido conforme protocolo descrito por Ferreira &
Grattapaglia (1996). Foram genotipadas duas linhagens e seus respectivos genitores
recorrentes utilizando um beadchip de DNA com 4300 marcadores SNPs (Laboratorio de
Genética, Embrapa Cenargen). Os dados de genotipagem foram utilizados para estimar a
percentual de recuperacdo do genoma do genitor recorrente nas duas linhagens, além do nivel

de homozigose das linhagens.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Teste de isogenia ou quase-isogenia pela avaliacdo das linhagens de arroz irrigado para
caracteristicas agronémicas no campo.

A produtividade média de gréos e por ano agricola das 25 linhagens e seus respectivos
genitores recorrentes € mostrada na Tabela 4. As linhagens avaliadas nos 25 ambientes nao
diferiram significativamente para produtividade de grdos em Kg ha™ dos seus respectivos
genitores recorrentes pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade. As diferencas ndo séo
significativas tanto na média dos trés anos de testes (PRODM) como em cada um dos anos
individualmente (PROD2006/07, PROD2007/08 e PROD2008/09).

Os trés genitores (BRS Formoso, Diamante e CNA 8502), utilizados na conversdo das
linhagens para resisténcia a brusone, apresentam o mesmo nivel de produtividade em
condi¢cdes de campo. Observou-se, desta forma, que durante o processo de conversao das
linhagens para o genoma do genitor recorrente que a produtividade esperada nas novas
linhagens desenvolvidas foi recuperada pela metodologia adotada. Cada linhagem apresentou
elevada produtividade de grdos, similar a produtividade dos seus genitores recorrentes. Os
CV% de produtividade de gréos variaram de 9,81% a 13,44% evidenciando uma boa precisao
para 0s ensaios conduzidos em campo, considerando-se que produtividade € um caracteristica
de baixa herdabilidade, altamente influenciada pelo meio ambiente.

Uma unica excecdo foi observada. A analise de variancia incluindo a linhagem CNA
10896 indicou que esta linhagem apresentou produtividade de grdos na média dos 12
ambientes de avaliagdo (PRODM) estatisticamente inferior a BRS Formoso, o seu genitor
recorrente, com excecao do ano agricola 2008/2009 (PROD2008/09) onde néo foi observada
diferenca significativa. Esta menor produtividade pode ter sido causada pelo ciclo muito
longo da linhagem CNA 10896 (Tabela 6), com floragdo média de 109 dias, evidenciando a

existéncia de segregacéo transgressiva para ciclo neste cruzamento.
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Tabela 4. Produtividade média de grdos das linhagens resistentes a brusone e dos respectivos
genitores recorrentes na média dos trés anos agricolas (PRODM), nos anos agricolas
individualmente: 2006-07 (PROD2006-07), 2007-08 (PROD2007-08) e 2008-09
(PROD2008-09)

Linhagem PRODM* PROD 2006/07* PROD 2007/08* PROD 2008/09*

CNA10903 7052abc 6491 abc 7222 abc 7239 abc
CNA10902 7045abc 7095 abc 6700 abc 7480 abc
CNA10901 6989 abc 6910 abc 6737 abc 7397 abc
CNA10899 6954 abc 6584 abc 6891 abc 7318 abc
CNA10893 6812 abc 6811 abc 6760 abc 6884 abc
CNA10898 6713 abc 6678 abc 6718 abc 6733 abc
CNA10894 6647 abc 6320 abc 6577 abc 6988 abc
CNA10891 6594 abc 6622 abc 6266 abc 7024 abc
CNA10904 6552 abc 6024 abc 6776 abc 6638 abc
CNA10897 6498 abc 6286 abc 6488 abc 6671 abc
CNA10910 6459 abc 6108 abc 6466 abc 6712 abc
CNA10927 6415 abc 6249 abc 6431 abc 6518 abc
CNA10889 6324 abc 6115 abc 6305 abc 6508 abc
CNA10906 6313 abc 5875 abc 6561 abc 6301 abc
CNA10905 6289 abc 5812 abc 6268 abc 6675 abc
CNA10926 6271 abc 5833 abc 6297 abc 6564 abc
CNA10911 6216 abc 5182 abc 6504 abc 6596 abc
CNA10924 6190 abc 5875 abc 6201 abc 6410 abc
CNA10895 6189 abc 6265 abc 6110 abc 6243 abc
CNA10914 6170 abc 5735 abc 6141 abc 6537 abc
CNA10918 6136 abc 5723 abc 6095 abc 6503 abc
CNA10923 6071 abc 5533 abc 6075 abc 6470 abc
CNA10916 6052 abc 5717 abc 6154 abc 6163 abc
CNA10913 5927 abc 5450 abc 5766 abc 6504 abc
CNA10921 5725 abc 5173 abc 5868 abc 5944 abc
Diamante 6352 a 5999 a 6304 a 6682 a
CNA 8502 6106 b 5942 b 5893 b 6524 b
BRS Formoso 6439 ¢ 6419 ¢ 6264 ¢ 6695 ¢
Média 6411 6101 6387 6676
CV% 12,21 10,61 13,44 11,47
F
CNA10896 5217 5439 5820 6745 a
BRS Formoso 6959 a 6952 a 6845 a 6952 a
Média 6787 6577 7185 6390
CV% 11,13 9,81 11,95 11,92

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente dos genitores recorrentes
pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade. PRODM = Media de 25 e 12 ensaios
respectivamente; PROD 2006/07 = Média de 6 e 5 ensaios; PROD 2007/08 = Média de 11 e 4
ensaios; PROD 2008/09 = Média de 8 e 3 ensaios.

A Tabela 5 apresenta os dados de floragdo média (FLO), altura de planta (ALT) e
acamamento (ACA). Com excecdo da CNA10896, todas as linhagens oriundas da cultivar

BRS Formoso (CNA10889, CNA10891, CNA10893, CNA10894, CNA10895, CNA10896,
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CNA10897, CNA10898, CNA10899, CNA10901, CNA10902, CNA10903 e CNA10904)
apresentaram ciclo médio com floracao em torno de 92 dias.
Tabela 5. Média das caracteristicas floragdo media (FLO), altura de planta (ALT) e

acamamento (ACA) avaliadas nos genitores e nas linhagens em ensaios de campo nos anos
agricolas 2007/08, 2008/2009 e 2009/2010.

Linhagem/cultivar FLO (dias) ALT (cm) ACA (1-9)
CNA10889 94 ¢ 98¢ 1
CNA10891 94 c 95 ¢ 1
CNA10893 92 ¢ 97 ¢ 1
CNA10894 93¢ 100 c 1
CNA10895 95¢ 107 c 1
CNA10896 109d 97c 1
CNA10897 93¢ 95¢ 1
CNA10898 93ac 95 ¢ 1
CNA10899 92ac 94 ¢ 1
CNA10901 9lac 97 ¢ 1
CNA10902 93¢ 97 ¢ 1
CNA10903 93¢ 101c 1
CNA10904 94 ¢ 100 abc 1
CNA10905 94 a 9la 1
CNA10906 93a 98 a 1
CNA10910 85D 9% b 1
CNA10911 85b 101 b 1
CNA10913 87b 102 b 1
CNA10914 86 b 102 b 1
CNA10916 86 Db 99 b 1
CNA10918 82D 99 b 1
CNA10921 84D 95 b 1
CNA10923 84D 97 b 1
CNA10924 82D 97 b 1
CNA10926 82D 107 b 1
CNA10927 86 Db 103 b 1

Diamante 93 a 93 a 1
CNA 8502 83D 102 b 1
BRS Formoso 92c¢c 99 ¢ 1
Média 90 99
CV% 1,98 5,23

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente do respectivo genitor
recorrente pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

As linhagens CNA10905 e CNA10906 apresentaram floracdo media semelhante ao

seu genitor recorrente, a cultivar Diamante. Das linhagens oriundas da CNA 8502 apenas a

118



CNA10913 com 87 dias até a floracdo média, diferiu significativamente do seu genitor
recorrente (Tabela 5). Todas as linhagens apresentaram plantas de porte baixo semelhantes
aos dos genitores recorrentes com altura variando de 91 a 107 cm e resisténcia ao
acamamento, condicdo indispensavel para facilitar a colheita e manutencdo das boas

qualidades industriais e culinarias dos gréos (Tabela 5).

Uma das principais caracteristicas levadas em consideracéo para o langcamento de uma
linhagem como cultivar é a qualidade industrial e culindria dos graos, ja que o padrdo de
qualidade determina o preco do produto pago aos produtores e a aceitacdo pelos
consumidores finais. De maneira geral o consumidor brasileiro exige que o arroz beneficiado
tenha as seguintes caracteristicas: grdos translicidos, tipo longo-fino, teor de amilose
intermediario (entre 23% e 27% de amilose) a alto (> 28% de amilose), temperatura de
gelatinizacdo intermediaria a baixa e que apresentem os grdos soltos apds o cozimento. As
linhagens avaliadas apresentaram gréos do tipo longo-fino com rendimento de gréos inteiros e
total superiores a 50% e 65% (padrdo estabelecido para a selecdo das linhagens),
respectivamente (Tabela 6). Apenas as linhagens CNA 10895 e CNA 10904 apresentaram
rendimento de grdos inteiros abaixo de 50%. CNA 10904 também apresentou rendimento
total abaixo de 65%.

As linhagens CNA 10906, CNA 10910, CNA 10918 e CNA 10921 apresentaram
teores de amilose inferiores a 23% (baixo teor de amilose). As demais apresentaram teores
variando de 23 a 30%. As linhagens apresentaram uma ampla variagdo com temperaturas de
gelatinizacdo baixa (notas 6 e 7), intermediaria (notas 4 e 5) e alta (notas 2 e 3). No tocante ao
centro branco, as linhagens CNA10891, CNA10894 e CNA10896, todas oriundas da BRS
Formoso, possuem graos praticamente translicidos. Todas as linhagens apresentaram gréos

soltos apds a coccgdo, caracteristica esta demandada pelo mercado consumidor brasileiro.
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Observa-se, portanto, que a maioria das linhagens desenvolvidas ndo diferem

significativamente dos respectivos genitores recorrentes com relacdo as caracteristicas

agrondmicas, embora algumas possuem caracteristicas relacionadas a qualidade de graos que

permitem diferencia-las. Estes dados foram levados em consideracdo na selecdo final das

linhagens mais promissoras para a constru¢cdo de multilinhas. As seis linhagens mais

semelhantes (quase-isogénicas) aos respectivos genitores recorrentes foram selecionadas para

este fim (CNA10901, CNA10902, CNA10903, CNA10905, CNA10906, CNA10891).

Tabela 6. Rendimento de grdos inteiros (INT%) e total (TOT%), teor de amilose (TA),
temperatura de gelatinizagcdo (TG), centro branco (CB) e coccdo (COC)das linhagens e seus
genitores recorrentes.

Cult./linh. CRUZAMENTO INT% TOT% TA TG CB coc*
CNA10889 BRS Formoso/CNAi 9022////BRS Formoso 58 68 28 45 30 S
CNA10891 BRS Formoso/CNAi 9022////BRS Formoso 52 68 29 39 20 S
CNA10893 BRS Formoso/CNAi 9022////BRS Formoso 58 66 26 57 30 S
CNA10894 BRS Formoso/Oryzica Llanos 4////[BRS Formoso 53 68 30 49 20 MS
CNA10895 BRS Formoso/Oryzica Llanos 4////[BRS Formoso 37 71 30 52 30 S
CNA10896 BRS Formoso/Oryzica Llanos 4////BRS Formoso 60 67 28 48 20 S
CNA10897  BRS Formoso/Oryzica Llanos 5////BRS Formoso 63 69 29 33 30 Ms
CNA10898 BRS Formoso/Oryzica Llanos 5////BRS Formoso 57 67 29 36 30 MS
CNA10899 BRS Formoso/Oryzica Llanos 5////BRS Formoso 61 68 29 38 25 S
CNA10901 BRS Formoso/Oryzica Llanos 5////[BRS Formoso 56 68 30 41 30 S
CNA10902  BRS Formoso/Oryzica 1////BRS Formoso 55 66 29 30 30 S
CNA10903 BRS Formosos/5287////BRS Formoso 59 67 30 30 30 S
CNA10904 BRS Formosos/5287////BRS Formoso 46 63 29 34 45 S
CNA10905 Diamante/Oryzica Llanos 4////Diamante 62 69 23 61 30 MS
CNA10906 Diamante/5287///Diamante 62 70 22 56 35 MS
CNA10910 CNA 8502/CNAi 9022////CNA 8502 66 70 22 54 35 MS
CNA10911 CNA 8502/CNAi 9022////CNA 8502 65 70 24 56 35 MS
CNA10913  CNA 8502/CNAi 9022////CNA 8502 60 66 24 48 25 MS
CNA10914 CNA 8502/CNAI 9029////CNA 8502 65 70 27 60 35 S
CNA10916 CNA 8502/CNAi 9029////CNA 8502 66 70 26 68 35 MS
CNA10918 CNA 8502/Oryzica Llanos 4////CNA 8502 62 69 22 50 35 S
CNA10921 CNA 8502/Oryzica Llanos 4////CNA 8502 66 70 22 50 30 MS
CNA10923  CNA 8502/Oryzica Llanos 5////CNA 8502 66 69 26 62 35 MS
CNA10924  CNA 8502/Oryzica Llanos 5////CNA 8502 64 71 25 66 40 MS
CNA10926  CNA 8502/Oryziaca 1///[CNA 8502 63 70 25 66 40 S
CNA10927  CNA 8502/5287////CNA 8502 63 70 27 52 30 S
Diamante Testemunha 65 70 22 61 30 S
CNA 8502 Testemunha 62 68 22 54 35 S
BRS Formoso Testemunha 57 68 30 38 20 S

* S = solto; MS = muito solto
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Avaliacdo das linhagens de arroz irrigado para resisténcia a brusone em condicdes
controladas.

Os resultados indicaram que a distribuicdo das notas atribuidas aos 34 acessos de arroz
teve uma prevaléncia de notas classificadas como resistentes (notas de 0 a 3) em relacdo aos
suscetiveis (notas 4 a 9). Os testes de normalidade utilizados corroboraram esta observacao
(assimetria = -0,5996, p <0,0001; curtose = -0,9079 , p <0,0001); Kolmogorov -Smirnov D =
0,1782 , p <0,0001, rejeita a normalidade). O teste ndo paramétrico indicou que ndo ha
diferenca significativa entre as notas de cada acesso de arroz nas repeticdes experimentais (F
= 0,3033, valor p = 0,82303). Foram detectadas diferencas significativas, no entanto, entre o
perfil de resisténcia das linhagens e seus respectivos genitores recorrentes (BRS Formoso,
Diamante e CNA 8502) (Tabela 7).

As linhagens derivadas de BRS Formoso mostraram um perfil de resisténcia
significativamente diferente do seu genitor recorrente (F = 55,745, p < 0,00001) (Tabela 7).
Nas inoculacbes realizadas em condi¢fes controladas com as dez racas de M. oryzae,
observou-se diferentes padrdes de resisténcia nas 26 linhagens avaliadas (Tabela 8). As
linhagens originadas do genitor recorrente BRS Formoso foram as que apresentaram maior
ganho de resisténcia através da incorporacdo de genes que condicionam resisténcia a um
maior numero de racas. Todas as 13 linhagens derivadas da BRS formoso tiveram ganho de
resisténcia para pelo menos duas novas racas de M. oryzae em comparagdo ao genitor
recorrente BRS Formoso. As linhagens CNA10901, CNA10902 e CNA10903 mostraram-se
resistentes a nove das dez racas inoculadas, sendo suscetiveis apenas a raca IC-1. Destacaram-
se também a CNA 10895, resistente a oito racas, além de CNA 10894 e CNA 10904,
resistentes a sete ragas e as linhagens CNA 10889, CNA 10891 e CNA 10893, resistentes a
seis racas. A linhagem CNA10896 (ciclo longo) apresentou resisténcia a cinco ragas, I1C-1,

ID-1, I1A-65, IA-33 e IB-41.
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Tabela 7. Descri¢do dos genitores recorrentes e fontes de resisténcia usados para desenvolver
linhagens quase-isogénicas de arroz resistentes a Magnaporthe oryzae As linhagens quase-
isogénicas sdo listadas sob o nome de cada parental recorrente (BRS Formoso, Diamante e
CNA 8502). O “cbdigo” identifica sequencialmente as linhagens quase-isogénicas derivadas
de cada um dos pais recorrente . O valor de“ranking” é uma estimativa da média usada para
classificar as linhagens e diferenciar aquelas cujas notas da interacdo fenotipica sdo
significativamente diferentes. O valor F ¢ estimado pelo teste de Friedman (F).

Linhagem Identificacdo Cdédigo Ranking Sig. diferente (p<0,01) *F (GL) (p-value)
BRS For. Genitor Recorrente 1 106.125 3456 7 10 11 12 13 14 55.745 (13 d.f)
CNA10889 BRS For./CNAI 9022////BRS For. 2 84.750 6 11 12 13 (p<0.00001)
CNA10891 BRS For./CNAI 9022////BRS For. 3 74.125 1

CNA10893 BRS For./CNAI 9022////BRS For. 4 78.250 113

CNA10894 BRS For./ Ory. LI 4 ////BRS For. 5 72.375 1

CNA10895 BRS For./ Ory. LI 4 ////BRS For. 6 59.750 128910

CNA10896 BRS For./ Ory. LI 4 ////BRS For. 7 79.250 113

CNA10897 BRS For./ Ory LI 5 ////BRS For. 8 87.250 6 11 12 13

CNA10898 BRS For./ Ory LI 5 ////BRS For. 9 87.875 6 11 12 13 14

CNA10899 BRS For./ Ory LI 5 ////BRS For. 10  82.500 16111213

CNA10901 BRS For./ Ory LI 5 ////BRS For. 11 59.125 128910

CNA10902 BRS For./Oryzica 1////BRS For. 12 58.125 128910

CNA10903 BRS For.s/5287////BRS For. 13 55.500 12478910

CNA10904 BRS For.s/5287////BRS For. 14 65.000 19

CNA 8502  Genitor Recorrente 1 76.250 356789 10 12 104.179 (11 d.f)
CNA10910 CNA 8502/CNAIi 9022////[CNA 8502 2 61.625 1 12 (p<00001)
CNA10911 CNA 8502/CNAIi 9022//[/CNA 8502 3 57.500 111 12

CNA10913 CNA 8502/CNAI 9022///[CNA 8502 4 73.625 79 10 12

CNA10914 CNA 8502/CNAIi 9029///ICNA 8502 5 57.250 111 12

CNA10916 CNA 8502/CNAIi 9029///ICNA 8502 6 57.500 1 11 12

CNA10918 CNA 8502/ Ory. LI. 4 //ICNA 8502 7 54.625 14 11 12

CNA10921 CNA 8502/ Ory. LI. 4 //ICNA 8502 8 57.250 111 12

CNA10923 CNA 8502/ Ory LI 5 ////CNA 8502 9 54.250 14 11 12

CNA10924 CNA 8502/ Ory LI 5 /l/ICNA 8502 10 45.125 14 11 12

CNA10926 CNA 8502/Oryziaca 1////CNA 8502 11 80.875 23567891012

CNAL0927 CNA 8502/5287////CNA 8502 12 104125 1234567809

Diamante  Genitor Recorrente 1 n.s. 14.054 (2 d.f.)
CNA10905 Diamante/ Ory. LI. 4 ////Diamante 2 n.s. (0.25141)
CNA10906 Diamante/5287///Diamante 3 n.s.

CNAIi 9022  Fonte de resisténcia a M. oryzae

Ory. Ll 5 Fonte de resisténcia a M. oryzae

Ory. Ll 4 Fonte de resisténcia a M. oryzae

Oryzica 1 Fonte de resisténcia & M. oryzae

5287 Fonte de resisténcia & M. oryzae

BRS For. = BRS Formoso; Ory. LI. 4 = Oryzica Llanos 4; Ory LI 5 = Oryzica Llanos 5

As linhagens derivadas de CNA 8502 tambeém apresentaram um perfil de resisténcia

significativamente diferente do seu genitor recorrente (F = 104,179, p < 00001) (Tabela 7).
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CNA 8502 ¢ resistente a 5 racas de M. oryzae ( 1A-1, ID-1, IA-65, Al-33 e Al-41) (Tabela 8).
As linhas derivadas da CNA 8502, no entanto, variaram no perfil de resisténcia, de nenhuma
resisténcia (CNA 10927 ) até a resisténcia a oito racas de M. oryzae (CNA 10916, CNA
10918, CNA 10921, CNA 1093 e CNA 10924). E importante mencionar que uma linhagem
mostrando nenhuma resisténcia a varios patotipos, como a CNA 10927, é interessante para a
realizacdo de estudos genéticos de interacdo de arroz com M. oryzae. A linhagem
“supersucetivel” ¢ importante, por exemplo, em experimentos concebidos para identificar
regides do genoma associadas com o controle da doenca, como por exemplo, em mapeamento
de QTL para emprego em selecdo assistida (Ferreira e Grattapaglia , 1996).

As linhagens derivadas de Diamante ndo mostraram um perfil de resisténcia
significativamente diferente do seu genitor recorrente (F = 14,054, p = 0,25141). As linhagens
CNA10905 e CNA10906 tiveram ganho de resisténcia apenas a raca ID-9. A cultivar
Diamante é resistente a cinco racas de M. oryzae (IC-1, 1A-65, ID-1, IA-33 E IB-41) (Tabela
8).

Foi observado ainda que as fontes de resisténcia Oryzica Llanos 4 e Oryzica 1
mostraram-se resistentes a todas as 10 racas testadas (Tabela 8). O Oryzica Llanos 5,
considerada a cultivar mais estadvel para resisténcia a brusone na Colémbia, teve sua
resisténcia quebrada neste estudo pelas ragas IA-1, IC-1, 1A-41 e 1A-9. Correa-Victoria and
Zeigler (1993) inocularam Oryzica Llanos 5 com 220 isolados oriundos de seis linhagens do
International Rice Research Institute (IRRI) e constataram a resisténcia a todos eles. Esta
cultivar € derivada de quatro fontes distintas de resisténcia a brusone, foi obtida através de
métodos convencionais de melhoramento e a sua resisténcia continua aparentemente efetiva
até hoje na Colémbia (Correa-Victoria et al., 2004). Ja as fontes de resisténcia CNAi 9022 e
5287 foram resistentes a cinco (ID-1, ID-9, IB-1, 1A-41 e IB-41) e duas (ID-9 e 1B-41) ragas,

respectivamente (Tabela 8).
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Tabela 8. Reagéo de suscetibilidade (S) e resisténcia (R) a ragas de M. oryzae em linhagens

de arroz irrigado, em condicGes de casa telada, através da andlise visual do fendtipo da

interacdo patdgeno-hospedeiro.

Oryzica Llanos 5
Oryzica Llanos 4

Oryzica l

Testemunha (Genitor Doador)
Testemunha (Genitor Doador)

Testemunha (Genitor Doador)

Cult./linh. Cruzamento 1A-1 IC-1 ID-1 1A-65 ID-9 IB-1 1A-33 1A-41 1A-9 1B-41
BRS FOrmoso  Testemunha (Genitor Recorrente) S S S S R S S S S R
CNA10889 BRS Formoso/CNAi 9022////BRS Formoso S R R R R S R S S R
CNA10891 BRS Formoso/CNAi 9022////BRS Formoso S R R R R S R S S R
CNA10893 BRS Formoso/CNAi 9022////BRS Formoso R S R S R R S R S R
CNA10894 BRS Formoso/Oryzica Llanos 4////BRS Formoso R S R S S R R R R R
CNA10895 BRS Formoso/Oryzica Llanos 4////BRS Formoso R S R R S R R R R R
CNA10896 BRS Formoso/Oryzica Llanos 4////BRS Formoso S R R R S S R S S R
CNA10897 BRS Formoso/Oryzica Llanos 5///BRS Formoso R S S S R S R S S R
CNA10898 BRS Formoso/Oryzica Llanos 5////BRS Formoso S S S S R R R S S R
CNA10899 BRS Formoso/Oryzica Llanos 5////BRS Formoso S S S S R R R R S R
CNA10901 BRS Formoso/Oryzica Llanos 5////BRS Formoso R S R R R R R R R R
CNA10902 BRS Formoso/Oryzica 1////BRS Formoso R S R R R R R R R R
CNA10903 BRS Formosos/5287////BRS Formoso R S R R R R R R R R
CNA10904 BRS Formosos/5287////BRS Formoso S S R R R R R R S R
CNA 8502 Testemunha (Genitor Recorrente) R S R R S S R R S S
CNA10910 CNA 8502/CNAI 9022////[CNA 8502 R S R R S R R R R S
CNA10911 CNA 8502/CNAi 9022////CNA 8502 R S R R S R R R R S
CNA10913 CNA 8502/CNAI 9022////[CNA 8502 R S R R S R S S R S
CNA10914 CNA 8502/CNAi 9029////[CNA 8502 R S R R S R R R R S
CNA10916 CNA 8502/CNAi 9029////CNA 8502 R R R R S R R R R S
CNA10918 CNA 8502/Oryzica Llanos 4////CNA 8502 R R R R S R R R R S
CNA10921 CNA 8502/Oryzica Llanos 4////CNA 8502 R R R R S R R R R S
CNA10923 CNA 8502/Oryzica Llanos 5////CNA 8502 R R R R S R R R R S
CNA10924 CNA 8502/Oryzica Llanos 5////CNA 8502 R R R R S R R R R S
CNA10926 CNA 8502/Oryziaca 1////ICNA 8502 S S R R R S S S S R
CNA10927 CNA 8502/5287////CNA 8502 S S S S S S S S S S
Diamante Testemunha (Genitor Recorrente) S R R R S S R S S R
CNA10905 Diamante/Oryzica Llanos 4////Diamante S R R R R S R S S R
CNA10906 Diamante/5287///Diamante S R R R R S R S S R
CNAIi 9022 Testemunha (Genitor Doador) S S R S R R S R S R
S S R R R R R S S R
R R R R R R R R R R
R R R R R R R R R R
R S S S S R

5287

Testemunha (Genitor Doador)

S

S

S

S

R = Nota de severidade de 0 a 3.; S = Nota de severidade de 4 a 9.

Entre os genitores recorrentes, a cultivar BRS Formoso apresentou reagdo de

resisténcia apenas as ragas 1D-9 e 1B-41. Esta cultivar, amplamente plantada em condigdes de

arroz irrigado nos Estados de Goias e Tocantins, ha alguns anos foi substituida das lavouras
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devido a quebra de resisténcia a brusone. A variedade Diamante, amplamente cultivada na
regido Nordeste do Brasil, mostrou-se resistente a cinco racgas, IC-1, ID-1, 1A-65, 1A-33 e IB-
41. Ja o acesso CNA 8502 é uma linhagem elite desenvolvida pelo programa de
melhoramento da Embrapa Arroz e Feijdo, apresenta alta produtividade de graos e elevada
resisténcia a mancha dos grdos, e mostrou-se resistente as ragas 1A-1, ID-1, 1A-65, IA-33 e
IA-41 (Tabela 8).
Construcdo e avaliacdo de multilinhas de arroz irrigado para resisténcia a brusone no
campo

As avaliacOes de caracteristicas agrondémicas e de qualidade de graos, assim como as
mensuracfes das reacdes fenotipicas as 10 racas de M. oryzae em condices controladas,
foram usadas para selecionar as linhagens com melhores atributos para a construcdo de
multilinhas para resisténcia a brusone (Tabela 9). Foram selecionadas seis linhagens:
CNA10901, CNA10902, CNA10903, CNA10905, CNA10906, CNA10891. Estas seis
linhagens foram usadas na construcdo de quatro multilinhas, compostas por duas linhagens
cada uma. A linhagem CNAZ10891 participou da composi¢do de 3 multilinhas por possuir
excelente qualidade de grdos, boas caracteristicas agrondmicas, alta semelhanca para
caracteristicas agrondmicas com o genitor recorrente e por acumular resisténcia a 6 racas de
M. oryzae (Tabela 9). A selecdo das demais linhagens seguiu estes mesmos principios. As
linhagens selecionadas para a construgdo de multilinhas foram CNA10901 e CNA10891
(Multilinha 1, genitor recorrente BRS Formoso), CNA10891 e CNA10902 (Multilinha 2,
genitor recorrente BRS Formoso), CNA10891 e CNA10903 (Multilinha 3, genitor recorrente
BRS Formoso), e CNA10905 e CNA10906 (Multilinha 4, genitor recorrente Diamante). As
quatro multilinhas, as seis linhagens usadas no seu desenvolvimento e trés testemunhas (BRS

Formoso, Diamante e EPAGRI 109) foram avaliadas para resisténcia a brusone em ensaio de
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campo no Formoso do Araguaia, Tocantins, no ano agricola 2011/2012. Epagri 109 € uma
variedade com alta sucetibilidade a brusone do arroz.

Tabela 9. Multilinhas e linhagens utilizadas na avaliacdo da resisténcia a brusone com
inoculacéo artificial da bordadura em condigdes de campo no Vale do Araguaia.

Ne° Tratamento Cruzamento

01 CNAZL10901 +CNA10891 (BRS Formoso////Oryzica Llanos 5) + (BRS Formoso////CNAIi 9022)
02 CNA10902 +CNA10891 (BRS Formoso////Oryzica 1) + (BRS Formoso////CNAI 9022)

03 CNA10903 +CNA10891 (BRS Formoso////5287) + (BRS Formoso////CNAI 9022)

04 CNA10905 +CNA10906 (Diamante////Oryzica Llanos 4) + (Diamante////5287)

05 CNA10901 (BRS Formoso////Oryzica Llanos 5)
06 CNA10902 (BRS Formoso////Oryzica 1)

07 CNAZL10903 (BRS Formoso///15287)

08 CNAZ10905 (Diamante////Oryzica Llanos 4)

09 CNA10906 (Diamante////5287)

10 CNA10891 (BRS Formoso//[/[CNAIi 9022)

11 BRS Formoso Genitor recorrente

12 Diamante Genitor recorrente

13 EPAGRI 109 Genitor recorrente

Os resultados indicaram, inicialmente, que a inoculagéo artificial da bordadura com 15
isolados do patdgeno possibilitou o desenvolvimento de sintomas de suscetibilidade a brusone
em volta do experimento e a formacgdo de esporos para infeccdo secundaria das parcelas do
experimento a partir do seu perimetro. A distribuicdo de notas na bordadura na primeira e na
segunda avaliacdo é apresentada na Figura 2. Observa-se que a maior parte das notas na
Avaliacéo 1 da bordadura encontra-se acima da mediana 3,0, enquanto na Avaliagdo 2 acima

da mediana 5,0.
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Figura 2. Distribuicdo de notas de sintomas de brusone observadas em 60 amostras aleatorias
obtidas na bordadura do experimento (Epagri 109-bordadura), em duas avaliagdes separadas
por 10 dias. Avaliacdo 1 (esquerda); Avaliacdo 2 (direita).

Estes dados permitiram observar que o emprego de multilinhas teve um impacto
significativo no desenvolvimento de epidemia de brusone, restringindo o0 seu
desenvolvimento. Apesar das plantas infectadas com brusone na bordadura do experimento
produzirem inéculo secundario para a infeccdo das multilinhas e linhagens plantadas no
experimento, ndo se observou o alastramento epidémico da doenca para as parcelas
experimentais. As notas dadas aos acessos em cada parcela experimental sdo
significativamente diferentes entre a primeira e a segunda avalicdo (Wilcoxon Rank Test
z=5.76; p<0.0001). Na primeira avaliagdo, as notas da bordadura inoculada com mistura de
racas do patdgeno (mediana= 3.0) sdo significativamente menores do que as da segunda
avaliagdo (mediana= 5.0) (Wilcoxon Rank Test z= 4.78; p<0.0001), indicando um progresso
da doenca na bordadura no espaco de tempo entre as duas avaliagdes. Observou-se ainda que
as notas da variedade Epagri 109-bordadura (plantada na bordadura) séo significativamente
maiores (suscetiveis) do que as notas observadas nas parcelas experimentais contendo a
mesma variedade no experimento (Tabela 10). Isto foi observado tanto na avaliacdo 1 como
na avaliacdo 2. Isto indica que o emprego de um mosaico de multilinhas e linhagens no

experimento minimizou o impacto da doenca. Em outras palavras, a mesma variedade, que

127



apresenta alta suscetibilidade na bordadura inoculada, praticamente ndo desenvolveu sintomas
da doenca ao ser plantada junto a parcelas com linhagens e multilinhas resistentes ao
patdgeno no interior do experimento.

Em cada avaliacdo foi também foi possivel identificar linhagens e multilinhas que
apresentaram notas significativamente diferentes entre si. Por exemplo, nas avaliacGes 1 e 2
(Tabela 10), a multilinha 3 (CNA10903 +CNA10891) destaca-se entre 0s acessos Mmais
resistentes a brusone, diferenciando-se significativamente da Multilinha 2 (CNA10902
+CNA10891), Multilinha 4 (CNA10905 +CNA10906), CNA10901, CNA10903, CNA10905,
BRSFormoso e Epagri 109-bordadura.

Os dados também foram avaliados pela analise combinada das notas da primeira e da
segunda avaliacao. Isto foi feito pela estimativa da hipotenusa do triangulo formado no plano
cartesiano pelas notas das duas avaliacGes realizadas (Tabela 11). Verificou-se nesta analise
que a incidéncia de brusone na folha na cultivar Epagri 109-bordadura aumentou da primeira
(2,90) para a segunda (4,95) avaliacdo, enquanto que no ensaio ocorreu uma pequena reducao
na maioria dos tratamentos e na média da Epagri 109 na parcela, que passou de 2,57 para
1,62. Isto provavelmente ocorreu devido a um efeito tampdo da presenca de multilinhas e as
linhagens resistentes no experimento, em grande nimero neste ensaio, contribuindo para
reduzir a taxa de infeccdo da doenca nos tratamento suscetiveis. Observou-se, portanto,
aumento da nota do fenétipo de interacdo na bordadura (Epagri 109-bordadura) enquanto
houve diminuicdo da nota do fendtipo de interacdo no experimento. Isto foi corroborado pelas
notas de brusone na folha da cultivar Epagri 109-bordadura (Tabela 9) e nos valores
estimados de hipotenusa (Tabela 11). Os valores de F na Tabela 11 fornecem uma medida da

acuracia das avaliaces.
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Tabela 10. Diferenciacdo de multilinhas e linhagens de arroz para resisténcia a brusone em experimento de campo, avaliado em dois momentos
na fase vegetativa (Avaliacdo 1 e Avaliagdo 2). A bordadura do experimento (Epagri 109-bordadura) foi inoculada com uma mistura de 15 ragas
do patdégeno e o fenotipo da interacdo entre M. oryzae e 0s acessos avaliado por uma escala de notas (0-9). Os valores de F foram obtidos pelo
Teste de Friedman.

n° Linhagem/Multilinha Valor de F (Avaliacdo 1) Valor de F (Avaliacéo 2) Significativamente diferente (p-value < 0,01)***

1 CNA10901 +CNA10891 8.2562 6.7167 2578 9 10 11 12 13 14

2 CNA10902 +CNA10891 6.5521 6.2458 1346 14

3 CNA10903 +CNA10891 7.9062 7.1354 2457 8 11 14

4 CNA10905 +CNA10906 8.8604 7.5958 2357 8 9 10 11 12 13 14

5 CNA10901 6.3875 7.0563 134614

6 CNA10902 8.7896 7.4833 2578 9 10 11 12 13 14

7 CNA10903 5.9229 6.8646 1346 8 9 10 12 13 14

8 CNA10905 6.925 7.7479 1346 7 14

9 CNA10906 7.1667 7.1646 1467 14

10 CNA10891 7.225 7.4854 146714

11 BRS Formoso 6.6083 6.8646 1346 14

12 Diamante 7.0271 6.6708 1467 14

13 Epagri 109 7.1958 6.8042 1467 14

14 Epagri 109-bordadura 10.1771 13.1646 12345 6 7 8 9 10 11 12 13
F experimental (13 g.l.) 22.99 55.8

*Epagri 109-bordura= variedade de arroz usada na bordadura do experimento e inoculada com mistura de 15 racas de M. oryzae.

**Valor de F para declarar diferenca significativa minima entre acessos= 0.8862 (Avaliagdo 1) e 0.8237 (Avaliacao 2)

***Cada nimero corresponde a um acesso (primeira coluna). Em cada comparacao 0s nimeros em negrito correspondem a diferengas significativas nas duas avaliagGes.
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Na primeira avaliacdo (Avaliacdo 1), com excecdo da CNA10903, todos os outros
tratamentos apresentaram notas de brusone na folha significativamente diferentes das
testemunhas Epagri 109 e Epagri 109-Bord, porém com reacdo de resisténcia. A variedade
Epagri 109-bordadura na segunda avaliagdo e na hipotenusa apresentou reacdo de
suscetibilidade com notas de 4,95 e 6,05, respectivamente e diferiram significativamente de
todos 0s outros tratamentos que apresentaram reacgéo de resisténcia (Tabela 11).

Na avaliacdo da severidade de brusone nas paniculas as notas observadas foram
baixas, com excecdo da Epagri 109-bordadura, que apresentou reacdo de suscetibilidade com
uma nota média de 5,73 (Tabela 11).

Estes dados indicam, portanto, que as quatro multilinhas apresentaram resisténcia a
brusone nas avaliacdes realizadas nas fases vegetativa e reprodutiva. Em todas as avaliagdes,
observou-se desenvolvimento epidémico da doenca na bordadura, enquanto que os sintomas
da doenca nas parcelas experimentais foram restritos. E possivel, portanto, que em plantios
comerciais, com incidéncia mais elevada da doenca, o efeito do uso de multilinhas para
resisténcia genética ao patdgeno seja ainda mais acentuado, permitindo que o agricultor
reduza o ndmero de pulverizacbes com produto quimico e desenvolva uma producédo
economicamente viavel e ecologicamente correta.

Em plantios comerciais com multilinhas, a integridade das misturas de linhagens que
compdem as multilinhas deve ser monitorada ao longo dos anos, visto que 0 uso de sementes
colhidas de um cultivo para outro pode levar a mudancgas na composi¢do da mistura devido ao
aumento da capacidade competitiva de um dos componentes, ocasionada, por exemplo, pela
ocorréncia de doencas ou, simplesmente, por efeito de deriva genética. Além disso, a deteccéo
de novas racas do patdgeno na regido de plantio a qual se destina a multilinha torna necessaria

a substituicdo de um ou mais componentes por outros que apresentem resisténcia a estas
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racas. O uso de multilinhas deve ser, portanto, um processo dindmico onde estes fatores séo

lavados em consideracéo.

Tabela 11. Médias das notas (0 a 9) de duas avalia¢cdes de brusone na folha e de brusone na

panicula em multilinhas e linhagens de arroz avaliadas de campo com inoculacéo artificial da

bordadura com uma mistura de indculo de dez racas de M. oryzae.

N° Tratamento Fase vegetativa Fase reprodutiva
1?2 avaliagdo 2%avaliagdo  Hipotenusa 12 avaliacéo

01 CNA10901 +CNA10891* 1,06¢c 1,11c 1,89c 0,08a

02 CNA10902 +CNA10891* 1,41c 0,78c 1,95¢c 0,14 a

03 CNA10903 +CNA10891* 2,05¢ 159a 2,99c 0,10a

04 CNA10905 +CNA10906* 1,54c 0,97c 2,17c 0,24 a

05 CNA10901 * 0,96¢ 1,02c 1,72¢c 0,20a

06 CNA10902* 1,59¢ 1,45¢ 2,95¢ 0,24 a

07 CNA10903* 2,37 a 153a 3,23c 0.25a

08 CNA10905* 1,36¢C 137a 2,30c 0,17 a

09 CNA10906* 1,57¢ 1,19 2,34c 0,22a

10 CNA10891* 1,03c 1,02c 1,79c 0,34a

11  BRS Formoso* 1,68¢ 1,25¢c 2,45¢c 0,07a

12  Diamante* 1,04c 0,79 1,62c 0,14a

13 Epagri 109* 2,57 a 162a 34la 0,14a

14  Epagri 109-bordadura** 2,90 b 495D 6,05b 5,73 b
Média 1,58 1,26 2,39 0,28
CV% 88,75 112,02 64,11 216,76
F 31,59 32,87 48,63 340,38

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente das testemunhas (Epagri
109 e Epagri 109-bordadura) pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade. *Médias de 240
repetices; **médias de 60 repeticdes.

Lancamento de cultivar

A performance destacada de alguma linhagens e multilinhas, no que tange a qualidade

de grédos, alta produtividade, diferentes atributos agronémicos e resisténcia a brusone,

possibilitou a selecdo de algumas combinacdes potencialmente competitivas para lancamento

comercial. As linhagens CNA10903 e a CNA10891, por exemplo, derivadas de BRS

Formoso, relnem o maior nimero de caracteristicas agronémicas favoraveis para uso

combinado, em relacdo as demais linhagens analisadas. A Multilinha 3 avaliada neste
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experimento, composta pelas linhagens CNA10903 e a CNAL0891, apresenta grande
potencial para langcamento comercial.

A Tabela 12 ilustra a taxa de conversdo para 0 genitor recorrente das linhagens
resistentes a brusone utilizadas na construgdo da Multilinha 3. A andlise de milhares de
marcadores SNPs distribuidos no genoma do arroz indicou que a linhagem CNA10891 possui
uma taxa de recuperacdo do genoma de BRS Formoso de 97,03%, com um nivel de
homozigose de 97.1%. J& a linhagem CNA 10903 apresenta um taxa de recuperacdo do
genoma de BRS Formoso de 96,63%, com um nivel de homozigose de 97,18%. As duas
linhagens realmente possuem bons atributos para desenvolvimento de multilinha, com uma
estimativa de 98,84% do genoma em comum (Tabela 12). Estas linhagens, portanto, podem
ser consideradas linhagens quase-isogénicas. A linhagem CNA10903 é resistente a nove das
dez racas de M. oryzae testadas no presente trabalho, mostrando-se suscetivel apenas a raca
IC-1. Ja a linhagem CNAZ10891 é resistente a raca IC-1 e a outras cinco racas do patégeno.
Portanto, as duas linhagens compdem uma multilinha com amplo espectro de resisténcia a 10
racas prevalentes de brusone no Vale do Rio Araguaia, além de apresentarem uma
performance agrondmica superior e um nivel de similaridade genética muito elevado. Esta
multilinha serd lancada comercialmente como uma nova cultivar de arroz irrigado para a
regido tropical do Brasil.

Tabela 12. Percentual de recuperacdo do genoma genitor recorrente nas linhagens que
compdem a Multilinha 3, estimado com base na analise de polimorfismo de DNA em locos de

marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) distribuidos nos 12 cromossomos de

arroz.
Descricao BRS Formoso CNA 10891  CNA 10893
n° marcadores SNP em homozigose 3.276 3.326 3.344

n°® marcadores SNP em heterozigose 142 92 97
Total de marcadores SNP genotipados 3.418 3.418 3.441

% de homozigose 95,85% 97,31% 97,18%
% de gendtipos idénticos a BRS Formoso 100% 97,03% 96,63%
% de gendtipos idénticos a CNA 10891 97,03% 100% 98,84%

132



CONCLUSOES

As linhagens obtidas neste estudo visando a confec¢do de multilinhas para resisténcia
a Magnaporthe oryzae apresentam caracteristicas agronémicas (ex. produtividade) e
morfoldgicas (ex. porte baixo, ciclo, resisténcia a acamamento, qualidade de graos,
etc.) muito semelhantes as observadas nos respectivos genitores recorrentes (BRS
Formoso, Diamante e CNA 8502).

As linhagens apresentaram ganho de resisténcia a diferentes racas de M. oryzae,
prevalentes na regido do Vale do Rio Araguaia. As linhagens CNA10901, CNA10902
e CNA10903, derivadas de BRS Formoso, mostraram-se resistentes a nove das dez
racas inoculadas, sendo suscetiveis apenas a raga 1C-1.

O efeito de multilinha na contencdo da epidemia de brusone no campo foi detectado
em experimento baseado na inoculacdo da bordadura com uma mistura de 15 ragas do
patégeno e avaliacdo de sintomas em parcelas experimentais. Observou-se uma
reducdo na taxa de infeccdo da doenca nos tratamentos suscetiveis, atribuido ao
emprego de multilinhas. Este resultado sugere que a estratégia de emprego de
multilinhas no Brasil pode ter grande impacto na obtencéo de resisténcia mais duravel
ao patégeno, que tem sido efetivo em quebrar a resisténcia de novas variedades um a
dois anos ap6s o seu langamento comercial na regido Central do Brasil.

Duas linhagens (CNA10903 e CNA10891), usadas na confeccdo de uma multilinha e
com resisténcia combinada a 10 racas de M. grisea, serdo em breve lancadas

comercialmente.
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Anexo 1. Notas de severidade dos 15 isolados na serie internacional de diferenciadoras de

racas de Magnaporthe oryzae. A - Raminad Str-3; B -Zenith; C - NP-125; D - Usen; E -

Dular; F - Kanto 51; G - Sha-tiao-tsao e H - Caloro.

Serie Internacional de Diferenciadoras
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Anexo 2. Notas de severidade dos 15 isolados de Magnaporthe oryzae em acessos de arroz.

01 — Chorinho; 02 — Puteca;

06 —

04 — Primavera; 05 — Moroberekan;

03 — IAC 165;

Ligeiro; 07 — Azucena; 08 — Catetdo; 09 — Oryzica Llanos 5; 10 — Amaroo; 11 — Oryzica

Llanos 4 e 12 — Formoso.

Arroz (parentais e cultivares suscetiveis)
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Anexo 3. Avaliacdo da severidade nas 186 linhagens puras recombinantes (RILs) derivadas
do cruzamento Chorinho x Puteca inoculadas com a raga IA-1, isolado M. oryzae 623.

Nota de severidade Reacdo
N° Cod. do cruzamento R1 R2 R3 R1 R2 R3
1 Chorinho 4 4 4 S S S
2 Puteca 0 1 1 R R R
3 CANAXx13201-8-1-1-1-1-B 0 0 0 R R R
4 CANAXx13201-8-3-1-1-1-B 1 0 1 R R R
5 CANAXx13201-8-4-1-1-1-B 3 0 3 R R R
6 CANAX13201-8-6-1-1-1-B 3 1 3 R R R
7 CANAX13201-8-7-1-1-1-B 0 0 1 R R R
8 CANAX13201-8-8-1-1-1-B 3 0 0 R R R
9 CANAXx13201-8-9-1-1-1-B 4 0 3 S R R
10 CANAXx13201-8-11-1-1-1-B 0 0 1 R R R
11 CANAXx13201-8-12-1-1-1-B 0 1 1 R R R
12 CANAXx13201-8-13-1-1-1-B 0 0 0 R R R
13 CANAXx13201-8-15-1-1-1-B 1 0 1 R R R
14 CANAXx13201-8-16-1-1-1-B 0 0 0 R R R
15 CANAX13201-8-17-1-1-1-B 0 0 0 R R R
16 CANAXx13201-8-18-1-1-1-B 0 1 0 R R R
17 CANAX13201-8-19-1-1-1-B 0 0 1 R R R
18 CANAXx13201-8-20-1-1-1-B 0 0 1 R R R
19 CANAXx13201-8-21-1-1-1-B 0 0 0 R R R
20 CANAX13201-8-22-1-1-1-B 0 1 1 R R R
21 CANAX13201-8-23-1-1-1-B 4 1 4 S R S
22 CANAX13201-8-24-1-1-1-B 0 0 0 R R R
23 CANAXx13201-8-25-1-1-1-B 0 0 1 R R R
24 CANAX13201-8-27-1-1-1-B 0 0 0 R R R
25 CANAX13201-8-28-1-1-1-B 0 0 3 R R R
26 CANAX13201-8-29-1-1-1-B 0 0 1 R R R
27 CANAXx13201-8-30-1-1-1-B 3 3 1 R R R
28 CANAX13201-8-32-1-1-1-B 4 4 4 S S S
29 CANAXx13201-8-34-1-1-1-B 3 4 1 R S R
30 CANAX13201-8-36-1-1-1-B 3 3 1 R R R
31 CANAXx13201-8-37-1-1-1-B 4 0 0 S R R
32 CANAXx13201-8-38-1-1-1-B 0 0 4 R R S
33 CANAXx13201-8-39-1-1-1-B 4 0 1 S R R
34 CANAXx13201-8-40-1-1-1-B 3 1 0 R R R
35 CANAXx13201-8-43-1-1-1-B 1 4 4 R S S
36 CANAXx13201-8-44-1-1-1-B 3 4 4 R S S
37 CANAXx13201-8-45-1-1-1-B 3 5 4 R S S
38 CANAXx13201-8-46-1-1-1-B 1 1 1 R R R
39 CANAXx13201-8-51-1-1-1-B 0 0 0 R R R
40 CANAXx13201-8-52-1-1-1-B 0 1 1 R R R
41 CANAX13201-8-56-1-1-1-B 0 0 0 R R R
42 CANAXx13201-8-58-1-1-1-B 0 0 0 R R R
43 CANAXx13201-8-62-1-1-1-B 0 0 0 R R R
44 CANAX13201-8-64-1-1-1-B 4 1 0 S R R
45 CANAX13201-8-66-1-1-1-B 3 3 3 R R R
46 CANAXx13201-8-69-1-1-1-B 3 4 4 R S S
47 CANAX13201-8-70-1-1-1-B 4 4 4 S S S
48 CANAX13201-8-71-1-1-1-B 3 4 3 R S R
49 CANAX13201-8-72-1-1-1-B 4 1 4 S R S
50 CANAX13201-8-73-1-1-1-B 1 3 3 R R R
51 CANAX13201-8-75-1-1-1-B 0 0 1 R R R
52 CANAX13201-8-76-1-1-1-B 0 0 0 R R R
53 CANAXx13201-8-77-1-1-1-B 1 0 0 R R R
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Nota de severidade

Reacéo

Ne Cod. do cruzamento R1 R2 R3 R1 R2 R3
54 CANAXx13201-8-79-1-1-1-B 0 0 0 R R R
55 CANAXx13201-8-80-1-1-1-B 3 1 1 R R R
56 CANAXx13201-8-81-1-1-1-B 0 1 0 R R R
57 CANAXx13201-8-82-1-1-1-B 0 0 0 R R R
58 CANAXx13201-8-83-1-1-1-B 0 0 0 R R R
59 CANAXx13201-8-84-1-1-1-B 0 1 0 R R R
60 CANAXx13201-8-85-1-1-1-B 0 1 0 R R R
61 CANAXx13201-8-86-1-1-1-B 0 3 1 R R R
62 CANAXx13201-8-87-1-1-1-B 0 1 0 R R R
63 CANAXx13201-8-88-1-1-1-B 1 1 3 R R R
64 CANAXx13201-8-90-1-1-1-B 3 3 1 R R R
65 CANAXx13201-8-91-1-1-1-B 1 3 3 R R R
66 CANAXx13201-8-92-1-1-1-B 0 3 1 R R R
67 CANAXx13201-8-93-1-1-1-B 4 5 4 S S S
68 CANAXx13201-8-94-1-1-1-B 4 4 4 S S S
69 CANAXx13201-8-95-1-1-1-B 4 7 5 S S S
70 CANAXx13201-8-96-1-1-1-B 4 5 4 S S S
71 CANAXx13201-8-97-1-1-1-B 4 5 4 S S S
72 CANAXx13201-8-98-1-1-1-B 3 7 4 R S S
73 CANAXx13201-8-99-1-1-1-B 4 3 3 S R R
74 CANAXx13201-8-100-1-1-1-B 3 3 3 R R R
75 CANAXx13201-8-101-1-1-1-B 0 0 3 R R R
76 CANAXx13201-8-102-1-1-1-B 0 0 3 R R R
77 CANAXx13201-8-103-1-1-1-B 1 0 4 R R S
78 CANAXx13201-8-104-1-1-1-B 0 1 0 R R R
79 CANAX13201-8-106-1-1-1-B 0 0 0 R R R
80 CANAXx13201-8-107-1-1-1-B 0 0 4 R R S
81 CANAXx13201-8-108-1-1-1-B 0 0 0 R R R
82 CANAXx13201-8-109-1-1-1-B 1 0 3 R R R
83 CANAXx13201-8-111-1-1-1-B 4 0 1 S R R
84 CANAXx13201-8-113-1-1-1-B 4 3 0 S R R
85 CANAXx13201-8-114-1-1-1-B 0 0 0 R R R
86 CANAXx13201-8-115-1-1-1-B 3 3 3 R R R
87 CANAXx13201-8-116-1-1-1-B 0 0 0 R R R
88 CANAXx13201-8-117-1-1-1-B 4 3 1 S R R
89 CANAXx13201-8-118-1-1-1-B 0 0 0 R R R
90 CANAXx13201-8-120-1-1-1-B 0 0 0 R R R
91 CANAXx13201-8-121-1-1-1-B 3 1 3 R R R
92 CANAXx13201-8-123-1-1-1-B 4 4 4 S S S
93 CANAXx13201-8-124-1-1-1-B 3 1 3 R R R
94 CANAXx13201-8-125-1-1-1-B 0 3 1 R R R
95 CANAXx13201-8-128-1-1-1-B 0 0 0 R R R
96 CANAXx13201-8-129-1-1-1-B 1 1 3 R R R
97 CANAXx13201-8-132-1-1-1-B 0 1 1 R R R
98 CANAXx13201-8-138-1-1-1-B 0 4 3 R S R
99 CANAXx13201-8-139-1-1-1-B 0 0 0 R R R
100 CANAXx13201-8-141-1-1-1-B 0 0 1 R R R
101 CANAXx13201-8-142-1-1-1-B 0 3 0 R R R
102 CANAXx13201-8-143-1-1-1-B 0 4 1 R S R
103 CANAX13201-8-144-1-1-1-B 3 4 0 R S R
104 CANAX13201-8-145-1-1-1-B 1 0 0 R R R
105 CANAXx13201-8-146-1-1-1-B 3 0 1 R R R
106 CANAXx13201-8-147-1-1-1-B 0 0 0 R R R
107 CANAXx13201-8-148-1-1-1-B 4 4 4 S S S
108 CANAXx13201-8-150-1-1-1-B 4 3 4 S R S
109 CANAXx13201-8-151-1-1-1-B 3 0 3 R R R
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Nota de severidade
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Ne Cod. do cruzamento R1 R2 R3 R1 R2 R3
110 CANAX13201-8-152-1-1-1-B 4 0 3 S R R
111 CANAXx13201-8-153-1-1-1-B 5 0 4 S R S
112 CANAX13201-8-154-1-1-1-B 5 3 4 S R S
113 CANAX13201-8-155-1-1-1-B 4 0 4 S R S
114 CANAX13201-8-156-1-1-1-B 4 0 3 S R R
115 CANAXx13201-8-157-1-1-1-B 0 3 4 R R S
116 CANAX13201-8-158-1-1-1-B 0 4 4 R S S
117 CANAX13201-8-159-1-1-1-B 0 4 3 R S R
118 CANAX13201-8-160-1-1-1-B 3 4 4 R S S
119 CANAXx13201-8-161-1-1-1-B 3 4 3 R S R
120 CANAXx13201-8-163-1-1-1-B 4 4 4 S S S
121 CANAX13201-8-164-1-1-1-B 3 3 3 R R R
122 CANAX13201-8-165-1-1-1-B 3 1 1 R R R
123 CANAXx13201-8-167-1-1-1-B 4 0 0 S R R
124 CANAX13201-8-168-1-1-1-B 4 4 4 S S S
125 CANAX13201-8-169-1-1-1-B 4 4 5 S S S
126 CANAXx13201-8-170-1-1-1-B 3 3 4 R R S
127 CANAXx13201-8-171-1-1-1-B 4 4 4 S S S
128 CANAXx13201-8-172-1-1-1-B 4 4 4 S S S
129 CANAXx13201-8-173-1-1-1-B 3 3 1 R R R
130 CANAXx13201-8-174-1-1-1-B 4 1 0 S R R
131 CANAXx13201-8-176-1-1-1-B 1 3 3 R R R
132 CANAXx13201-8-177-1-1-1-B 4 0 4 S R S
133 CANAX13201-8-178-1-1-1-B 4 3 3 S R R
134 CANAXx13201-8-179-1-1-1-B 5 4 4 S S S
135 CANAXx13201-8-180-1-1-1-B 5 1 3 S R R
136 CANAXx13201-8-183-1-1-1-B 1 3 3 R R R
137 CANAX13201-8-184-1-1-1-B 4 3 4 S R S
138 CANAXx13201-8-185-1-1-1-B 4 4 3 S S R
139 CANAXx13201-8-186-1-1-1-B 0 4 1 R S R
140 CANAXx13201-8-187-1-1-1-B 3 3 1 R R R
141 CANAXx13201-8-188-1-1-1-B 0 3 0 R R R
142 CANAXx13201-8-189-1-1-1-B 4 4 4 S S S
143 CANAXx13201-8-191-1-1-1-B 4 0 4 S R S
144 CANAX13201-8-192-1-1-1-B 0 4 4 R S S
145 CANAXx13201-8-194-1-1-1-B 1 4 3 R S R
146 CANAXx13201-8-195-1-1-1-B 1 0 3 R R R
147 CANAX13201-8-196-1-1-1-B 0 4 4 R S S
148 CANAXx13201-8-197-1-1-1-B 0 0 0 R R R
149 CANAXx13201-8-198-1-1-1-B 0 0 1 R R R
150 CANAXx13201-8-199-1-1-1-B 3 1 3 R R R
151 CANAX13201-8-200-1-1-1-B 3 1 1 R R R
152 CANAXx13201-8-201-1-1-1-B 0 0 0 R R R
153 CANAX13201-8-202-1-1-1-B 3 0 1 R R R
154 CANAXx13201-8-203-1-1-1-B 0 0 0 R R R
155 CANAX13201-8-204-1-1-1-B 0 0 0 R R R
156 CANAX13201-8-205-1-1-1-B 4 3 4 S R S
157 CANAXx13201-8-207-1-1-1-B 4 4 4 S S S
158 CANAXx13201-8-208-1-1-1-B 0 4 3 R S R
159 CANAX13201-8-209-1-1-1-B 4 4 4 S S S
160 CANAXx13201-8-210-1-1-1-B 4 5 4 S S S
161 CANAXx13201-8-211-1-1-1-B 0 4 4 R S S
162 CANAXx13201-8-212-1-1-1-B 1 4 3 R S R
163 CANAXx13201-8-213-1-1-1-B 0 0 0 R R R
164 CANAXx13201-8-214-1-1-1-B 3 1 1 R R R
165 CANAXx13201-8-215-1-1-1-B 0 0 0 R R R
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166 CANAX13201-8-216-1-1-1-B 0 0 0 R R R
167 CANAXx13201-8-217-1-1-1-B 0 0 0 R R R
168 CANAX13201-8-219-1-1-1-B 0 0 0 R R R
169 CANAXx13201-8-221-1-1-1-B 1 0 0 R R R
170 CANAX13201-8-222-1-1-1-B 4 0 0 S R R
171 CANAX13201-8-229-1-1-1-B 0 3 1 R R R
172 CANAX13201-8-227-1-1-1-B 0 1 0 R R R
173 CANAX13201-8-228-1-1-1-B 1 4 1 R S R
174 CANAXx13201-8-231-1-1-1-B 0 3 0 R R R
175 CANAX13201-8-232-1-1-1-B 0 4 3 R S R
176 CANAX13201-8-233-1-1-1-B 0 3 1 R R R
177 CANAX13201-8-234-1-1-1-B 0 0 1 R R R
178 CANAX13201-8-236-1-1-1-B 1 0 0 R R R
179 CANAX13201-8-237-1-1-1-B 3 3 0 R R R
180 CANAX13201-8-240-1-1-1-B 4 3 1 S R R
181 CANAX13201-8-241-1-1-1-B 4 4 0 S S R
182 CANAX13201-8-243-1-1-1-B 3 3 1 R R R
183 CANAX13201-8-245-1-1-1-B 3 4 3 R S R
184 CANAX13201-8-246-1-1-1-B 4 3 1 S R R
185 CANAX13201-8-247-1-1-1-B 0 1 0 R R R
186 CANAX13201-8-248-1-1-1-B 1 0 0 R R R
187 CANAX13201-8-249-1-1-1-B 0 0 0 R R R
188 CANAXx13201-8-250-1-1-1-B 0 0 0 R R R
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Anexo 4. Dados de campo para produtividade (Kg ha®) dos 13 tratamentos (10
linhagens/multilinhas e 3 testemunhas) de arroz irrigado em experimento de avaliacdo de
multilinhas para resisténcia & brusone.

Parcela Repeticao N.° Tratamento Tratamento Prod. Kg.ha'
107 1 1 CNA10901 + CNA10891 7969
212 2 1 CNA10901 + CNA10891 7656
302 3 1 CNA10901 + CNA10891 7188
407 4 1 CNA10901 + CNA10891 7031
108 1 2 CNA10902 + CNA10891 7375
201 2 2 CNA10902 + CNA10891 8500
301 3 2 CNA10902 + CNA10891 8594
409 4 2 CNA10902 + CNA10891 6969
104 1 3 CNA10903 + CNA10891 8281
209 2 3 CNA10903 + CNA10891 8313
306 3 3 CNA10903 + CNA10891 7188
412 4 3 CNA10903 + CNA10891 6875
102 1 4 CNA10905 + CNA10906 7656
202 2 4 CNA10905 + CNA10906 7281
313 3 4 CNA10905 + CNA10906 8281
408 4 4 CNA10905 + CNA10906 7031
110 1 5 CNA10901 7094
213 2 5 CNA10901 6969
308 3 5 CNA10901 7031
410 4 5 CNA10901 7344
111 1 6 CNA10902 7188
206 2 6 CNA10902 7813
303 3 6 CNA10902 7500
411 4 6 CNA10902 7344
112 1 7 CNA10903 7438
203 2 7 CNA10903 8031
304 3 7 CNA10903 7344
401 4 7 CNA10903 7094
105 1 8 CNA10905 7656
210 2 8 CNA10905 7344
312 3 8 CNA10905 7063
404 4 8 CNA10905 7031
113 1 9 CNA10906 7375
205 2 9 CNA10906 7125
309 3 9 CNA10906 7656
406 4 9 CNA10906 7656
103 1 10 CNA10891 7656
207 2 10 CNA10891 8219
305 3 10 CNA10891 7656
402 4 10 CNA10891 7813
109 1 11 BRS Formoso 8125
208 2 11 BRS Formoso 7188
311 3 11 BRS Formoso 7500
413 4 11 BRS Formoso 8594
101 1 12 Diamante 7031
211 2 12 Diamante 7344
307 3 12 Diamante 6875
405 4 12 Diamante 7500
106 1 13 EPAGRI 109 8219
204 2 13 EPAGRI 109 8125
310 3 13 EPAGRI 109 8281
403 4 13 EPAGRI 109 7969
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Anexo 5. Dados de campo para incidéncia de brusone nas folhas (1° avaliacdo, repeticdes 1 e 2)

avaliado em 06/01/2012. Arroz Irrigado.
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Anexo 6. Dados de campo para incidéncia de brusone nas folhas (1° avaliacdo, repeticdes 3 e 4)

avaliado em 06/01/2012. Arroz Irrigado.
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Anexo 7. Dados de campo para incidéncia de brusone nas folhas (2° avaliacdo, repeticdes 1 e 2)

avaliado em 16/01/2012. Arroz irrigado.
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Anexo 8. Dados de campo para incidéncia de brusone nas folhas (2° avaliacdo, repeticdes 3 e 4)

avaliado em 16/01/2012. Arroz Irrigado.

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

32

33
34

35
36

37

38
39

40
41

42

43
44
45
46

47

48
49

50
51

52

53
54
55
56

57

58
59

60

148



Anexo 9. Dados de campo para incidéncia de brusone nas paniculas (repeticdes 1 e 2) avaliado em

15/03/2012. Arroz Irrigado.

13

10 | 11 ] 12

Repeti¢éo 2

Repeticéo 1

01 /02|03 |04]|05|06 07|08 |09]|10]11)12|13]|01|02|03|04)|05]|06]|07|08]09

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

32

33
34

35

36

37

38
39

40
41

42

43
44
45
46

47

48
49

50
51

52

53
54
55
56

57

58
59

60

149



Anexo 10. Dados de campo para incidéncia de brusone nas paniculas (repeti¢ces 3 e 4) avaliado em

15/03/2012. Arroz Irrigado.
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Anexo 11. Gendtipos observados nos locos microssatélites e SNPs para as linhagens puras recombinantes derivadas do cruzamento entre

cddigo das linhagens RILs;

alelo de Puteca; 0= alelo de Chorinho; 1= heterozigoto; -1= dado faltante; colunas

Chorinho x Puteca. Onde: 2

linhas: marcador molecular.
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Anexo 11. Continuacao.
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Anexo 11. Continuacao
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Anexo 12. Testes de distor¢cdo de segregacdo Mendeliana dos marcadores utilizados na anélise

MarkerID MarkerName Chromosome Position Size(2/12) Size(1) Size(0/10) Size(-1)

Chi-Square Pr>ChiSq HetBand

1

O 00O NO O WN

NN NNNNRPRPRRRRRERRRR R
NOURWNRPOOONOOU AWNRO

RM1
RM7383
RM7278
RM3252

RM84
0G65
0G79

S1 35810

S1 37707

0G12

S1 38340

RM431

S1 42021

S1 42653

S1 42523

S1 42491

S1 74258

S1 74505

S1 73964

S1 74933

S1 74437

S1 72505

S1 72712

S1 73272

S1 73527

S1 73600

RM259

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0
4,75
7,85

16,26
35,4
55,45
79,55
92
101,91
104,11
109,42
112,91
135,02
136,4
136,4
137,91
170,59
170,59
170,59
172,05
172,54
172,54
172,54
172,54
172,54
172,54
1749

50
59
62
62
74
62
56
58
56
46
61
55
61
60
60
58
52
56
56
56
53
54
56
56
55
47
48

0

[eNeoNeoNeolNolNeolNolNolNolNoNolololNoeNololNolNoelNololoelNoellololNolNe

59
50
47
41
22
43
50
54
55
51
50
41
51
54
53
44
46
57
57
50
53
57
57
57
57
57
51

7
7
7
13
20
11
10
4
5
19
5
20
4
2
3
14
18
3
3
10
10
5
3
3
4
12
17

0,7431
0,7431
2,0642
4,2816
28,1667
3,4381
0,3396
0,1429
0,009
0,2577
1,0901
2,0417
0,8929
0,3158
0,4336
1,9216
0,3673
0,0088
0,0088
0,3396
0
0,0811
0,0088
0,0088
0,0357
0,9615
0,0909

0,3887
0,3887
0,1508
0,0385
0
0,0637
0,56
0,7055
0,9244
0,6117
0,2965
0,153
0,3447
0,5741
0,5102
0,1657
0,5445
0,9251
0,9251
0,56
1
0,7758
0,9251
0,9251
0,8501
0,3268
0,763

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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MarkerID MarkerName Chromosome Position Size(2/12) Size(1) Size(0/10) Size(-1)

Chi-Square Pr>ChiSq HetBand

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

RM5359
0G78
S1 14734
S1 15348
S1 18468
S1 18604
S1 18525
S1 18590
S1 18530
S1 19195
S1 19139
RM1075
RM7636
RM145
S2_ 80160
RM7501
S2_ 16407
S2_16252
S2_ 16398
S2 20343
RM7205
RM7511
13
0G63
RM3774
RM498
RM207
RM22
RM569

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
3
3

177,07
197,09
217,3
218,68
221,04
221,49
221,49
221,49
221,49
221,49
221,49
0
37,2
41,56
44,59
52,18
60,99
60,99
60,99
81,72
111,91
137,76
155,91
169,52
169,52
172,46
174,81
0
3,03

59
57
56
57
53
55
52
53
54
53
55
53
44
49
55
44
56
56
56
62
66
48
49
51
55
50
47
57
48

0
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52
46
58
55
60
59
59
58
59
59
59
47
64
56
60
64
52
58
56
51
33
59
50
45
48
47
57
55
59
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0,4414
1,1748
0,0351
0,0357
0,4336
0,1404
0,4414
0,2252
0,2212
0,3214
0,1404
0,36
3,7037
0,4667
0,2174
3,7037
0,1481
0,0351
0
1,0708
11
1,1308
0,0101
0,375
0,4757
0,0928
0,9615
0,0357
1,1308

0,5064
0,2784
0,8514
0,8501
0,5102
0,7079
0,5064
0,6351
0,6381
0,5708
0,7079
0,5485
0,0543
0,4945
0,641
0,0543
0,7003
0,8514
1
0,3008
0,0009
0,2876
0,9199
0,5403
0,4904
0,7607
0,3268
0,8501
0,2876

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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MarkerID MarkerName Chromosome Position Size(2/12) Size(1) Size(0/10) Size(-1)

Chi-Square Pr>ChiSq HetBand

57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

0G5
RM3461
S3_86525
RM232
RM5551
0G44
RM422
S4 30176
S4 30261
OSR15
RM348
RM349
S4 32558
S4_ 32606
S4 32566
S4_32515
S4 32015
S4 31953
S4 32053
RM7200
RM335
0G61
0G47
RM164
RM7196
RM7363
RM3853
S5_43479
S5_45643

oo oo oot oo, EAEEEAERAPRAPOLOWMLOWWWLW®W

35,01
41,51
48,79
53,46
64,03
96,71
97,86
0
1,94
25,35
25,35
25,35
28,35
28,35
28,35
28,35
28,35
28,79
29,23
70,5
78,46
0

25,9
44,53
47,76
52,77
78,68
82,85
82,85

48
55
55
47
51
47
41
92
101
68
65
69
69
66
69
67
68
68
69
45
45
55
57
45
45
44
49
54
54

0
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58
51
50
54
47
55
57
15
13
36
46
38
46
44
45
46
46
47
46
55
53
45
50
60
61
61
55
61
61

10
10
11
15
18
14
18
9
2
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0,9434
0,1509
0,2381
0,4851
0,1633
0,6275
2,6122
55,4112
67,9298
9,8462
3,2523
8,9813

4,6

4,4
5,0526
3,9027
4,2456
3,8348

4,6

1
0,6531
1

0,4579
2,1429
2,4151
2,7524
0,3462
0,4261
0,4261

0,3314
0,6976
0,6256
0,4861
0,6862
0,4283
0,106
0
0
0,0017
0,0713
0,0027
0,032
0,0359
0,0246
0,0482
0,0394
0,0502
0,032
0,3173
0,419
0,3173
0,4986
0,1432
0,1202
0,0971
0,5563
0,5139
0,5139

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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MarkerID MarkerName Chromosome Position Size(2/12) Size(1) Size(0/10) Size(-1)

Chi-Square Pr>ChiSq HetBand

86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114

RM437
RM13
S6_25179
S6_24104
S6_24136
S6_24221
S6_24269
RM7213
RM5055
RM7161
S7_69851
S7 21149
S7 21028
S7 20969
S7_20950
S7_20906
S7 20843
S7 20790
S7_21075
S7 20734
S7 21134
S7 20770
S7_22645
S7 23236
S7_22592
S7_22549
S7_22492
RM10
RM234

5
5
6
6
6
6
6
6
)
7
;
7
;
7
4
7
4
7
4
7
4
7
7
7
7
7
7
7
7

88,69
103,14
0
7,88
8,83
9,78
9,78
40,98
0
14,95
28,61
56,57
57,09
57,09
57,09
57,09
57,09
57,09
57,09
57,09
57,09
57,09
60,82
62,82
63,29
63,29
63,75
67,36
83,94

o1
51
42

0
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45
49
69
64
60
62
57
43
50
52
49
57
56
55
56
56
56
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55
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59
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49
46
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0,375
0,04
6,5676
1,4696
1,5794
1,7818
0,3333
4,8532
0,0408
0,8526
2,513
1,4118
0
0,1404
0,0088
0,0783
0,0783
0,1379
0,2212
0,0351
0,4336
0,2336
0
1,5505
0,7297
0,3214
0,0796
0,6038
0,802

0,5403
0,8415
0,0104
0,2254
0,2088
0,1819
0,5637
0,0276
0,8399
0,3558
0,1129
0,2348
1
0,7079
0,9251
0,7797
0,7797
0,7103
0,6381
0,8514
0,5102
0,6288
1
0,2131
0,393
0,5708
0,7778
0,4371
0,3705

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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MarkerID MarkerName Chromosome Position Size(2/12) Size(1) Size(0/10) Size(-1)

Chi-Square Pr>ChiSq HetBand

115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143

RM18
RM420
RM38
S8_75069
S8_64655
S8_59479
S8 61191
S8 81198
S8_81537
S8 81108
S8 79731
S8_79494
S8_84333
S8_87742
S8_17156
S8 17228
S8_16842
S8_16344
S8_16867
S8_16339
S8_16974
S8_17533
S8_17553
S8_17623
S8_19459
S8_20073
RM5353
RM80
RM433

7
7
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8

85,09
108,88
0
27,47
27,92
28,9
28,9
31,19
31,19
31,19
31,19
31,19
31,63
32,53
36,49
36,49
36,49
36,49
36,49
36,49
36,49
38,74
40,62
40,62
41,52
45,79
81,66
82,85
92,85

52
66
52
72
74
64
71
75
70
75
74
75
76
74
75
75
75
75
74
75
75
49
72
75
72
55
51
51
57

0
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49
49
50
38
41
42
44
40
39
40
40
40
38
40
36
41
41
41
38
41
41
44
33
40
42
47
47
48
47
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0,0891
2,513
0,0392
10,5091
9,4696
4,566
6,3391
10,6522
8,8165
10,6522
10,1404
10,6522
12,6667
10,1404
13,7027
9,9655
9,9655
9,9655
11,5714
9,9655
9,9655
0,2688
14,4857
10,6522
7,8947
0,6275
0,1633
0,0909
0,9615

0,7653
0,1129
0,843
0,0012
0,0021
0,0326
0,0118
0,0011
0,003
0,0011
0,0015
0,0011
0,0004
0,0015
0,0002
0,0016
0,0016
0,0016
0,0007
0,0016
0,0016
0,6041
0,0001
0,0011
0,005
0,4283
0,6862
0,763
0,3268

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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MarkerID MarkerName Chromosome Position Size(2/12) Size(1) Size(0/10) Size(-1)

Chi-Square Pr>ChiSq HetBand

144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172

S9 21130
S9 21145
0G45
OSR28
RM3808
S10 2684
S10 2302
S10 2242
S10 2202
S10 3838
S10 3781
S10 4713
S10 1173
S10 1174
S10 1168
S10 1182
S10 1188
S10_1194
RM224
S11 2736
S11 2752
S11 2753
RM144
RM254
RM206
S11 2233
S11 2098
S11 2133
S11 2155

9
9
9
9
9

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

0
0
1,94
11,19
38,15
0
0,9
0,9
0,9
4,83
4,83
5,73
12,34
12,34
12,34
13,24
13,7
14,15

9,64
9,64
9,64
15,04
26,79
31,75
39,02
44,66
44,66
44,66

56
58
57
44
50
60
62
62
58
62
62
60
60
59
60
60
62
60
46
43
50
50
43
46
47
45
47
47
49

0
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55
54
50
61
58
54
52
52
52
53
53
53
53
53
53
53
51
51
63
63
62
63
63
59
61
65
67
62
66
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0,009
0,1429
0,4579
2,7524
0,5926
0,3158
0,8772
0,8772
0,3273
0,7043
0,7043
0,4336
0,4336
0,3214
0,4336
0,4336
1,0708
0,7297
2,6514
3,7736
1,2857
1,4956
3,7736
1,6095
1,8148
3,6364
3,5088
2,0642

2,513

0,9244
0,7055
0,4986
0,0971
0,4414
0,5741
0,349
0,349
0,5673
0,4013
0,4013
0,5102
0,5102
0,5708
0,5102
0,5102
0,3008
0,393
0,1035
0,0521
0,2568
0,2214
0,0521
0,2046
0,1779
0,0565
0,061
0,1508
0,1129

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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MarkerID MarkerName Chromosome Position Size(2/12) Size(1) Size(0/10) Size(-1)

Chi-Square Pr>ChiSq HetBand

173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192

S11 2153
S11_2149
S11 2132
S11_2123
S11 2138
S11_2143
RM229
0G07
RM209
RM7391
RM202
RM536
RM7283
S11_9073
S11_9092
S11_9011
RM3226
S12_2343
S12 2331
S12_2330

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
12
12
12
12

44,66
44,66
44,66
44,66
44,66
44,66
63,78
64,84
69,34
85,42
89,08

90,8
91,33
94,45
94,45
95,45

0

7,53

7,97

7,97

47
49
49
49
49
48
49
45
37
40
45
40
37
45
45
43

0
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66
66
65
66
66
62
58
60
69
65
52
68
66
69
69
59
55
66
64
63

3,1947
2,513
2,2456
2,513
2,513
1,7818
0,757
2,1429
9,6604
5,9524
0,5052
7,2593
8,165
5,0526
5,0526
2,5098
1
2,2069
1,4696
4,2

0,0739
0,1129
0,134
0,1129
0,1129
0,1819
0,3843
0,1432
0,0019
0,0147
0,4772
0,0071
0,0043
0,0246
0,0246
0,1131
0,3173
0,1374
0,2254
0,0404

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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