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RESUMO

O presente trabalho objetivou estudar a diversidade da
viruléncia de isolados de Pyricularia grisea coletados na Estagdo
Experimental do | AC, Mococa, estado de S&o Paulo. A composi¢ao
das ragas do fungo e sua compatibilidade com genes de resisténcia
foram estudadas utilizando-se cultivares diferenciais de arroz
(Oryza sativa) do Japdo. Cinguentaisol ados monosporicosforam
obtidos das paniculas das cultivares IAC 201 e |AC 4440 afetadas
com brusone. Asragas JP 137 e JP 177 de P. grisea na cultivar de
arroz de sequeiro IAC 201 e araca JP 200 na cultivar |AC 4440,
arroz irrigado, foram identificadas. Foi observada uma baixa

frequénciade ocorrénciade ragasfisiol Ggicas no local de selecdo de
linhagens de melhoramento. Enquanto todos os 25 isolados
provenientes de | AC 4440 foram compativeis somente ao gene de
resisténcia pi-ta?, osisolados de | AC 201 foram compativeis para
sete dos nove genes das diferenciais japonesas. Os resultados
mostraram que somente um gene de resisténcia (pi-2) foi efetivoa
todos os isolados de P. grisea coletados das cultivares de arroz
IAC 201 e IAC 4440.

Palavras-chave adicionais: brusone, ragas fisiol ogicas,
resisténcia, Magnaporthe grisea.

ABSTRACT

Virulencediversity of Pyricularia griseaat onericebreeding site

Theobjective of thisinvestigation wasto examinethevirulence
diversity of Pyricularia griseaisolates collected from the Experimental
Station of IAC, Mococain the state of Sao Paulo. The composition
of races and their compatibility with known resistance genes were
studied using the Japanese rice (Oryza sativa) differentials. Fifty
single spore isolates were obtained from diseased panicles of rice
cultivars IAC 201 and IAC 4440. Two races affecting upland rice

cultivar IAC 201, JP 137 and JP 177, and one race (JP 200) affecting
thelowlandrice cultivar IAC 4440 wereidentified. Theresults showed
low frequency of physiologic racesin thisbreeding site. While all 25
isolates from IAC 4440 were compatible to one resistance gene, pi-
ta?, the isolates from IAC 201 were compatible to seven out of nine
known resistance genesin the Japanesericedifferentials. Furthermore
only one resistance gene (pi-Z) was effective to al isolates of P.
grisae collected from rice cultivars IAC 201 and IAC 4440.

Brusone causada pelo fungo Pyricularia grisea
(Cooke) Sacc. (telem. Magnaporthe grisea Barr.) é a mais
importante doenca na cultura do arroz (Oryza sativa L.). O
desenvolvimento de cultivares resistentes é o método mais
vidvel de controle dessa doenca. Entretanto, cultivares
resistentes tém apresentado umavida Gtil de dois atrés anos
apos seu lancamento (Correa-Victoria & Zeigler, 1993). As
causas foram atribuidas & mudancga no padrdo de freqiiéncia
dapopulacéo dasracgas do patégeno (Levy et al., 1993), ando
deteccdo de umaragapatogénicadurante o processo de selegdo
deumalinhagem (Correa-Victoria& Zeigler, 1993) eaevolucdo
do patégeno em resposta apressdo seletivaexercidadevido a
resisténcia da cultivar lancada ou uso de fungicidas
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especificos, além damigracdo de populagdes do patégeno de
umaregido aoutra (Leunget al ., 1993).

A caracterizagdo davariabilidade do patégeno nolocal
onde serealizam os programas de mel horamento e sele¢do das
linhagens/cultivares de arroz é, portanto essencial para
entender a dindmica da viruléncia do patégeno e adotar as
estratégias adequadas para aumentar a durabilidade das
cultivares resistentes.

Variaspesquisasjademonstraram aexisténciaderacas
fisioldgicas de P. grisea no Brasil (Prabhu & Fillipi, 1989;
Urashima & Isogawa, 1990; Prabhu et al .,1992), mas nenhuma
dessas estudou a variabilidade do patdgeno nos locais onde
se realizam os trabalhos de melhoramento de arroz no estado
de Sé&o Paulo. Nos poucos estudos a esse respeito, Filippi &
Prabhu (2001) identificaram 16 ragas deP. grissaemtréslocais
distintos de melhoramento no Brasil Central e Correa-Victoria
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& Zeigler (1993) detectaram mais de 45 racas num local de
melhoramento genético na Colémbia.

O objetivo do presente trabalho foi estudar a
diversidade davirulénciade P. grisea naEstacdo Experimental
de Mococa do Instituto Agrondmico de Campinas (E.E.M.),
um dos|ocaisde selecdo e melhoramento genético dearroz do
estado de S&o Paulo.

I solados monospdricos do fungo foram obtidos das
panicul as apds esterilizacéo superficial dotecido eesporulacdo
em camara Umida. Foram analisadas 50 paniculas, 25 de cada
uma das cultivares IAC 201 (sequeiro) e IAC 4440 (irrigado).
Essascultivaresforam asUinicas que se encontravam naE.E.M.
por ocasido da coleta dos materiais (22/02/99). Somente um
isolado por panicula foi utilizado no presente estudo. Em
seguida, osfungosforam transferidos paratubosde BDA para
uso imediato. Para manutencao por longo prazo, foram
mantidos em sementes autoclavadas de cevada (Hordeum
vulgare L.), conforme metodol ogia de Urashimaet al. (1993).

As cultivares diferenciais de arroz do Jap&o foram
utilizadas nesse trabalho, pois cada uma possui somente um
gene vertical deresisténciaa P. grisea (Yamada et al, 1976).
Essas cultivares e seusrespectivos genesforam: Shin2 (pi-ks),
Aichi Asahi (pi-a), Ishikarishiroke (i-i), Kanto51 {i-k),
Tsuyuake (pi-k™), Fukunishiki (pi-z), Y ashiromochi (pi-ta), Pi
ne. 4 (pi-ta?), Toridel (pi-Z). As sementes foram semeadas em
casa de vegetacdo em solos de mata nativa com alto teor de
matéria organica. Posteriormente as mudas foram trans-
plantadas para copos de poliestileno com volume de 200 ml
utilizando-seem médiaduasatrésmudas por copo. Asplantas
permaneceram em casade vegetacdo com temperaturaentre 20
°C a25°C até atingirem estadio de trés-quatro fol has quando
foram inoculadas.

A multiplicacgéo do fungo parainoculagéo foi realizada
emmeodeaveia. Apdstréssemanas, o micélio aéreofoi retirado
com agua destilada e expostas a luz fluorescente continua e
temperatura controlada de 22 °C para induzir esporulacéo
abundante (Prabhu et al, 1992). A inoculagdo foi feitaatravés
de pulverizagdo manual, empregando-se 25 ml de suspensdo
de esporos por isolado e concentragdes variando entre 1 a6 x
105 esporos/ml e Tween20 aconcentracéo de 10-4. Em sequida,
as plantas foram colocadas em sacos de polietileno para
manutencdo de umidade préxima da saturagdo, no escuro, a
uma temperatura média de 20 °C a 25 °C por 18 h. Apds esse
periodo foram retiradas dos sacos e colocadas em casas de
vegetacdo por uma semana, sob temperatura de 22 °Ca28°C,
gquando foram avaliadas quanto aos sintomas da doenca.

A avaliacdo das plantas inoculadas quanto a suscep-
tibilidade a brusone foi feita uma Unica vez, sete dias ap6s a
inoculagdo, e seguiu a mesma classificagdo empregada por
Urashima (2002). Os tipos de lesBes foram classificados em
cinco categorias: 0 = sem sintomavisivel dadoenca; 1 =lesbes
minusculas do tamanho cabeca de alfinete; 2 = manchas
amarronzadas, embora possa haver variagdo quanto a
coloragéo, sem centro discernivel; 3 = pequenas lesdes com
formato de olho e centro cinza; 4 = lesdes tipicas de brusone,
elipticaecentro cinza. Lesdestipo 0, 1 e 2 foram consideradas
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resistentes porgque ndo esporularam quando submetidas as
condic¢Bes apropriadas, enquanto lesfes 3 e 4 foram
consideradas susceptivei s devido aesporul agdo em condicdes
favoraveis. Para essas avaliagdes, as plantas nao foram
consideradas individualmente e sim como populagdo, assim
sendo uma cultivar foi considerada suscetivel ao exibir mais
de 50% das plantas com lesdes em cada inoculagéo. Cada
isolado foi repetido duas vezes.

A identificacdo dasragasfisiol 6gicasfoi feitasegundo
Yamadaet al., (1976). Nesse sistema cada cultivar diferencial
possui um genederesisténciavertical eum nimero de codigo
esegueapropostaoctonal de Gilmour (1973) paraidentificacdo
de cadaraca. Assim, cadaracaéasomado niimero de cédigo
da cultivar no qual um determinado isolado foi virulento.
Exemplificando, umisolado virulento ascultivares Shin2, Aichi
Asahi, Ishikari-shiroke, Kanto51, Tsuyuake e Y ashiromochi vai
ser identificado como JP (Japan)137, que é o resultado da
somatériode 1+ 2 + 4+ 10 + 20 + 100, que sdo 0s himeros de
cadigos dessas respectivas variedades.

De acordo com os dados obtidos sobre as ragas de P,
grisea identificadas na E. E. M. (Tabela 1), observa-se que
somente trés ragas foram identificadas nos 50 isolados de P.
grisea do local. No arroz de sequeiro IAC 201, duas ragas
foram identificadas sendo 14 isolados como raca JP 177 e 11
como JP 137. Jaemrelacdo ao arroz irrigado | AC 4440, todos os
25 isolados foram classificados como raca JP 200. A
identificagcdo de somente trés racas do fungo nas duas
cultivares estudadas sugere uma relacéo direta entre a
prevalénciadeumaragado fungo eacultivar dearroz cultivada
nessa area, indicando especificidade da raca do patégeno
guanto acultivar, conforme salientado anteriormente (Y amada,
1979; Yamada, 1985, Bonman et al, 1986). Entretanto, a
especificidade entre araca do patdgeno e a cultivar de arroz
nado pode ser aplicada em todas as regides, visto que Correa-
Victoria& Zeigler (1993) e Urashima(2002) observaram queem
algumas cultivares de arroz existiam mdltiplas ragcas do

TABELA 1- Fregiiéncia de isolados de Pyricularia griseavirulentos
nas diferenciadoras de arroz (Oryza sativa) e ragas fisiolgicas

_ Geoede  Ndmere Isolados da  Isulados du

Cultiyar resistencia  du eodi CultivarlAC cultivar LAC

' CUEOWES a1 (% © 4440 (%)
Shin 2 -k 1 106 1
A:chi-aschi il 3 106 1
Ishikatiszirokz  pi-i 4 10c 1
Kentosl pi-k 10 196 1
Taty ke -k 20 N 1l
Fukunixhiki == i) S0 1l
Yashirormcii JH-ia 1100 K 1l
PiNué pulitt 200 ¥ 1on
Turice. pi-= 400 K il

Raca 1317 177" 200

@ As porcentagens basearam-se em 25 isolados de P. grisea; "isolados
MCO1 - (08, 09, 14, 16, 17, 19, 21, 24, 27, 31, 35); ¢ isolados MCO1 —
(01, 02, 03, 04, 05, 10, 11, 15, 22, 23, 25, 29, 30, 32); “IsoladosMC02
- (01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 13, 16, 18, 19, 20, 21,
22, 25, 26, 27, 28, 29, 30)
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patégeno, sem preval éncia de nenhuma.

Seanalisadossomente atravésdasragasfisiol 6gicas, a
populacdo de P. grisea se caracterizou por uma peguena
variagcdo na viruléncia visto que somente trés racas foram
identificadas. Entretanto, devido a utilizacdo das cultivares
diferenciais Japonesas onde cada cultivar possui somente um
gene de resisténcia vertical, foi possivel o estudo da analise
do espectro devirulénciadapopul agdo do patdgeno. Assim, a
raca JP 137 se caracterizou por superar aresisténciaconferida
por seis genes: pi-ks, pi-a, pi-i, pi-k, pi-k™ e pi-ta, ao passo
que araga JP 177 teve a habilidade de suplantar além dos
genes mencionados mais o gene pi-z. Ja a raga JP 200,
identificadano arroz irrigado | AC 4440, superou aresisténcia
conferida pelo gene pi-ta? (dacultivarPi n°°4).

Isolados de P. grisea de IAC 201 acumularam fatores
de viruléncia capazes de superar um grande niimero de genes
de resisténcia. Uma observacgao por longos periodos da
populacdo do patégeno nesse local pode fornecer subsidios
para esclarecer aquebra de resisténciade cultivares.

O presente estudo indicou que somente o0 gene de
resisténciapi-Z (cultivar Toridel) foi efetivo a populagéo do
patégeno desse local de melhoramento. Entretanto este gene
nao se mostra promissor para futuros programas de
melhoramento de cultivares visto que foi ineficiente para os
isolados do fungo em Tremembé (Urashima, 2002). Portanto,
para o sucesso do controle da brusone através de cultivares
resi stentes sera necessario busca urgente de novos genes de
resisténcia

Todas as plantas avaliadas apresentaram lesdo tipo 0
(resisténcia) e lesdo tipo 4 (suscetibilidade). Lesbes
intermediarias (tipo 1, 2 e 3) foram raramente observadas.
Embora outros conjuntos com gene de resisténcia vertical
tenham sido empregados para estudo deP. griseaderegifes
tropicais (Mekwatanakarn et al ., 2000) essefato, acrescido da
reacdo diferencial de compatibilidade em fungdo do isolado
empregado confirmaram a utilidade das diferenciais de arroz
empregada (Yamadaetal ., 1976) paraos propésitosdo presente
estudo.
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