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RESUMO

A ocorréncia de perdas na produtividade e na qualidade da cultura de arroz em decorréncia de doencas
fuangicas é uma realidade na agricultura nacional, causando substanciais prejuizos a economia e a
sociedade. A brusone, causada pelo fungo Magnaporthe grisea, é a doenca do arroz mais expressiva no
Brasil, provocando perdas significativas na produtividade das cultivares susceptiveis, sendo de dificil
controle quimico, cultural e mesmo genético. Nesse contexto, cobre-se de particular relevancia a utilizacao
de aplicagdes inovadoras, com potencial de inovagao tecnolédgica, relacionadas a mecanismos de
respostas, sejam elas moleculares, fisiolégicas, bioquimicas ou genéticas da planta a este fungo.
Considerando que um dos requisitos primordiais para o uso das novas ferramentas biotecnoldgicas é a
identificacdo de genes, duas bibliotecas subtrativas foram construidas utilizando-se mRNA isolado de
folhas de arroz infectadas por M. grisea, com o objetivo de construir um banco de ESTs visando analisar a
expressao de genes induzidos ou suprimidos durante a interacdo patégeno-hospedeiro. Ate o presente
momento, 1232 ESTs foram geradas e a anélise das mesmas, utilizando métodos computacionais,
encontra-se em andamento. Adicionalmente, a fornecer informacdes do modelo de expressdo de genes de
defesa do arroz, este estudo disponibilizard genes para estudos de genémica funcional e desta maneira
podera elucidar o mecanismo de resisténcia da planta a este fungo.

INTRODUCAO

O Brasil é o nono produtor mundial de arroz (Oryza sativa L.), uma das principais fontes de alimento da
populacao brasileira, o que lhe confere grande importancia sécio-econémica. Entretanto, um dos graves
obstaculos para a manutencao e estabilidade da producao nacional de arroz, cultivado em todas as regides
do pais, é a susceptibilidade das cultivares ao fungo Magnaporthe grisea, causador da brusone,
considerada a mais importante enfermidade do arroz devido ao seu alto potencial destrutivo (OU, 1985). A
brusone ocorre em todo o territério brasileiro, do Rio Grande do Sul ao Amazonas. Os prejuizos sao
varidveis, sendo maiores em arrozais de terras altas, no Centro-Oeste brasileiro, onde, em situacées mais
drésticas, as perdas podem chegar até a 100%. No Rio Grande do Sul, maior produtor nacional de arroz, a
doenca causa grandes danos, atingindo, em alguns anos, 10% da area semeada, provocando reducdes
desde 10-15% até 70-80% da média da producao de lavoura (IRGA, 1997). No Estado do Tocantins, que
cultiva anualmente cerca de 70 mil hectares de arroz, embora nao existam estimativas, os prejuizos sao
significativos, com severa ocorréncia da brusone nas folhas devido a falta de 4gua na fase vegetativa.
Apenas na Regidao Nordeste e nos Estados do Pard e Amazonas, a incidéncia da brusone é baixa e menos
importante do que outras doencas que afetam o arroz.

O controle da brusone vem sendo feito pela aplicacao de fungicidas e do manejo da cultura, além do uso
de cultivares resistentes. No entanto, problemas associados a praticas culturais especificas ocorrem, e a
resisténcia do M. grisea ao fungicida é uma preocupacédo constante dos cientistas, ao mesmo tempo em
que had uma consideravel necessidade de desenvolvimento de novos fungicidas compativeis com o
ambiente e com a durabilidade no manejo da doenca. A obtencao de cultivares resistentes a brusone pelo
método classico de melhoramento é dificultada em funcéo da alta variabilidade e da existéncia de
numerosas racas do fungo. Dois a trés anos apds o lancamento, novas cultivares se tornam susceptiveis,
em decorréncia do aparecimento de novas racas. Embora o mapeamento de mais de 25 genes de
resisténcia e muitos QTL tenham sido relatados na literatura, o mecanismo genético da resisténcia a
brusone, bem como a base molecular da resposta do arroz a este fungo, é ainda pouco entendida (WANG
et al. 1999; BRYAN et a/.2000; ZHUANG et al., 2002).

Neste contexto, o presente estudo devera gerar inimeras possibilidades para estudos da relacao
estrutura/funcao génica via andlise genémica funcional, de prospeccao de genes e mapeamento
comparativo.
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MATERIAL E METODOS

Material biolégico

Duas linhas semi-isogénicas para resisténcia a brusone, desenvolvidas na Embrapa Arroz e Feijao, foram
utilizadas neste estudo. A linha resistente C101 LAC e a susceptivel C101 PKT foram desafiadas com
isolados do fungo M. grisea (ID 14 isolado de Metica 1). Duzentas folhas de cada tratamento, com
sintomas tipicos de brusone, foram coletadas nos periodos de 4, 24, 48 e 72 horas apds a inoculacao,
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -80° C até o momento do uso. O mesmo
procedimento foi efetuado para o controle (sem infecgcao).

Construcédo da biblioteca subtrativa

O RNA total foi isolado utilizando Trizol (Invitrogen) e tratado com Turbo DNA-free (Ambion). Quantidades
iguais de RNA de cada tratamento foram misturadas, e o mRNA foi extraido com o kit Oligotex (Qiagen).
Para a construcao da biblioteca subtrativa, utilizou-se kit PCR Select cDNA Subtraction (Clontech),
segundo recomendacdes do fabricante, com leves modificacdes. Duas bibliotecas, uma direta e outra
reversa, foram construidas. Os produtos da ultima reacdo de PCR foram clonados no vetor PCR 2.1
(Invitrogen) e, posteriormente, células competentes de Escherichia coli DH5a foram transformadas.
Seqtienciamento e anéalise dos dados

Clones de cDNA foram seqlienciados na diregcao 5'usando ABI PRISM 3100 (Applied BioSystems) e o kit
de seqlienciamento Big-dye terminator (Applied BioSystems). Os cromatogramas referentes ao
seqglienciamento automatico dos clones foram analisados utilizando-se o software Phred (EWING et al.,
1998). As seqliéncias geradas foram processadas, com remocao de seqiiéncias provenientes de rRNA e
eliminacao de porcdes contendo seqliéncias de vetor, adaptador, caudas de poliA e bases de baixa
qualidade. Posteriormente, as seqliéncias foram agrupadas com uso do programa CAP3 (HUANG e
MADAN, 1999) para a formacao do conjunto UniGene de Arroz, conforme metodologia estabelecida por
Telles e da Silva (2001), com algumas modificacdes. As seqliéncias consenso de cada UniGene foram
comparados com seqiliéncias protéicas presentes no GenBank, utilizando-se o software BlastX (ALTSCHUL
et al., 1997). Apenas semelhancas com e-values maiores que 0.00001 (107°) foram consideradas.

RESULTADOS

Do total de 1.232 ESTs geradas, 852 foram agrupadas em 683 contigs. Destes, 595 sdo formados por
apenas uma leitura. O contig mais denso é formado por 27 leituras. Do total, 214 (35%) nao apresentam
similaridade com proteinas ja descritas. A anotacao funcional se encontra em andamento.

PERSPECTIVAS
Espera-se obter uma colecao de ESTs adequada para utilizacdo em posteriores estudos de identificacao de
genes envolvidos na interacao planta-M. grisea.
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