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RESUMO

A virose conhecida como ‘enrolamento do arroz’ tem como agente causal o rice
stripe necrosis virus (RSNV, familia Benyviridae, género Benyvirus), transmitido
pelo protozoério do solo, Polymyxa graminis Led. O manejo da virose baseia-se
na exclusédo. A resisténcia genética ainda vem sendo explorada pelas institui-
cbes de pesquisa e universidades. Diante da busca pela resisténcia genética
como ferramenta de manejo, um passo inicial importante é conhecer a variabili-
dade genética da populacao viral alvo. Além disso, o vetor P. graminis hoje é
um problema dentro de varios patossistemas e uma alta diversidade ja foi en-
contrada dentro da espécie. No Brasil, poucas séo as informagfes disponiveis
acerca dessa diversidade. Alguns trabalhos ja realizados visando a busca pela
resisténcia genética ao RSNV apontam a espécie Oryza glaberrima como fonte
promissora. No entanto, varias lacunas ainda precisam ser esclarecidas. Dis-
cute-se se essa resisténcia € efetiva contra o virus, o vetor ou ambos, e se po-
deria ser transferida para cultivares de Oryza sativa. Hoje a sele¢céo de genaotipos
resistentes a doencas se da principalmente através de observacdes visuais da
expressao dos sintomas a campo. Para o RSNV, a falta de uma escala de seve-
ridade dificulta este processo. Além disso, apenas o0 uso de avaliagdes visuais
pode ser subjetivo. Diante dessas questdes, 0s objetivos deste estudo foram re-
alizar a caracterizacéo e analisar a variabilidade genética de isolados de RSNV
e seu vetor P. graminis no estado de Santa Catarina; desenvolver uma escala
de severidade para o RSNV e um ensaio de quantificacdo absoluta para o virus
e para o vetor, bem como explorar graus de resisténcia genética em materiais
contrastantes de arroz. Para a caracterizacao e analise da diversidade do virus
e do vetor, amostras de arroz sintomaticas foram coletadas no estado de Santa
Catarina durante os anos de 2021 e 2022. As amostras foram submetidas a ex-
tracdo de acidos nucleicos totais e posteriormente, a RT-PCR e PCR, visando
amplificacdo do virus e do vetor, respectivamente. As sequéncias obtidas foram
submetidas a andlises de variabilidade genética e o relacionamento filogenético
foi analisado. Visando a quantificacdo absoluta, um experimento em casa de ve-
getacao, utilizando a espécie Oryza glaberrima e trés cultivares de O. sativa
(SCS123 Pérola, Epagri 106 e Epagri 109) foi realizado. A inoculagdo ocorreu de
forma natural utilizando solo de &rea com histérico da doenca. Os sintomas ob-
servados foram registrados semanalmente e a intensidade da doenca foi avali-

ada trinta dias ap0s a semeadura. As amostras foram submetidas a extracao de



acidos nucleicos totais (RNA e DNA) e, posteriormente, a carga viral e do vetor
foram determinadas por gRT-PCR e gPCR, respectivamente. Os isolados virais
obtidos neste estudo sdo geneticamente proximos a outros isolados brasileiros
ja caracterizados e baixa diversidade nucleotidica (11) foi encontrada em todas
as populagbes virais analisadas. Os isolados de P. graminis caracterizados
nesse estudo pertencem ao subgrupo ribétipo V e/ou f.sp. colombiana. A espécie
O. glaberrima apresentou menor carga viral e do vetor quando comparada aos
demais cultivares. O cultivar Epagri 106 apresentou maior carga viral. Esses re-
sultados confirmam que a espécie O. glaberrima apresenta resisténcia ao RSNV
e ao vetor P. graminis. O cultivar SCS123 Pérola, que nédo diferiu de
O. glaberrima para as varidveis analisadas, é resultante da hibridizagdo entre
uma linhagem de O. glaberrima e uma linhagem de O. sativa. O registro semanal
dos sintomas juntamente com relatos de campo, permitiu o desenvolvimento de

uma escala de severidade para a doenga.

Palavras-chave: Oryza sativa; RSNV, diversidade genética; carga viral; resistén-

cia genética.



ABSTRACT

The rice stripe necrosis virus (RSNV; family Benyviridae, genus Benyvirus) is the
causal agent of the disease known as “rice crinkling”, which is transmitted by the
soil protozoan Polymyxa graminis Led. Disease management is based on exclu-
sion. Research institutions and universities are exploring the genetic resistance
to this disease. To effectively utilize genetic resistance as a management tool, it
is crucial to understand the genetic variability of the virus target population. Addi-
tionally, the P. graminis vector has become a challenge in several pathosystems,
as there is already a high level of diversity within the species. However, there is
limited available information regarding this diversity in Brazil. Previous studies
have conducted research aimed at identifying RSNV genetic resistance, consid-
ering the species Oryza glaberrima as a promising source. However, several
areas remain to be clarified. It is debated whether this resistance is effective
against the virus, the vector, or both, and whether it could be transferred to Oryza
sativa cultivars. Currently, the selection of disease-resistant genotypes occurs
mainly through visual observations of the expression of symptoms in the field.
For RSNV, the lack of a severity scale makes this process challenging. In addi-
tion, using visual assessments alone can be subjective. The objectives of this
study were to characterize and analyze the RSNV genetic variability from isolates
and their vector, P. graminis, from the State of Santa Catarina. Additionally, this
study aimed to develop an RSNV severity scale, an absolute quantification test
for the virus and vector, and explore the degree of genetic resistance in rice-
contrasting materials. For the characterization and analysis of the virus and vec-
tor diversity, symptomatic rice samples were collected from the State of Santa
Catarina from 2021 to 2022. Total nucleic acid extraction was performed on the
samples, and subsequently, RT-PCR and PCR were conducted with the aim of
amplifying the virus and vector, respectively. The obtained sequences were sub-
jected to genetic variability analyses, and the phylogenetic relationship was ana-
lyzed. Aiming for absolute quantification, an experiment in a greenhouse using
the species Oryza glaberrima and three O. sativa cultivars: SCS123 Pérola, Ep-
agri 106, and Epagri 109 was conducted. Inoculation occurred naturally using soil
from an area with a history of the disease. The observed symptoms were rec-
orded weekly, and the disease intensity was evaluated every thirty days after
sowing. The samples were subjected to total nucleic acid extraction (RNA and

DNA), and the viral and vector loads were subsequently quantified by gRT-PCR



and gPCR, respectively. The viral isolates obtained in this study were genetically
close to other Brazilian isolates that were previously characterized, and a low
nucleotide diversity (1) was found among all analyzed viral populations. The P.
graminis isolates characterized in this study belonged to the ribotype V and/or
f.sp. Colombiana subgroups. The species O. glaberrima revealed a lower viral
and vector load compared to the other cultivars. The cultivar Epagri 106 showed
the highest viral load. These results confirm that the species O. glaberrima was
resistant to RSNV and to the P. graminis vector. The cultivar SCS123 Pérola,
which did not differ from O. glaberrima for the analyzed variables, was the result
of hybridization between the strains O. glaberrima and O. sativa. The weekly rec-
orded symptoms, together with the field reports, allowed for the development of

a severity scale for the disease.

Keywords: Oryza sativa; RSNV; Genetic diversity; Viral load; Genetic resistance.
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1 INTRODUCAO

O arroz cultivado (Oryza sativa L.) esta entre os trés cereais mais consu-
midos no mundo, atendendo populacdes de alto e baixo poder aquisitivo e for-
necendo mais de 40% das calorias necessarias na alimentacdo humana (SOS-
BAI, 2018). No Brasil, tradicionalmente é um dos alimentos mais consumidos e
apesar da notoria reducdo na area cultivada nos ultimos anos, o pais permanece
entre os dez paises com maior producao de arroz, produzindo em média 10 mi-
Ihdes de toneladas por ano (CONAB, 2023).

A maior parte da producéo brasileira est4 concentrada no sul do pais. O
estado do Rio Grande do Sul, juntamente com o estado de Santa Catarina lide-
ram a producao, sendo responsaveis por mais de 90% de toda a producao. Am-
bos os estados adotam o sistema de producdo irrigado e atingem produtividades
acima da meédia nacional, proximas de 8 mil kg/ha (CONAB, 2023). Em Santa
Catarina, a producdo de arroz ocupa uma area proxima de 150 mil hectares
(CEPA, 2023), concentrando-se no Vale do Itajai, Litoral Sul e Litoral Norte do
estado. A orizicultura catarinense caracteriza-se pela presenca de pequenas pro-
priedades, e a adoc¢éo do sistema de cultivo com sementes pré-germinadas em
guase a totalidade das areas cultivadas (SOSBAI, 2018).

No entanto, a cultura constantemente esta sujeita a fatores externos que
limitam a expressao do potencial produtivo. Frente a estes fatores, um dos pila-
res determinantes para o sucesso da cultura a campo é o correto manejo fitos-
sanitario de doencas. No Brasil, diversas doencas ja foram registradas acome-
tendo a cultura do arroz (SILVA-LOBO; FILIPPI, 2017).

Doencas de etiologia viral s6 comecaram a ser relatas no Brasil no inicio
dos anos 2000, com a observacédo de sintomas como plantulas mortas, listras
cloréticas em folhas e retorcimento de folhas e paniculas em lavouras de arroz
irrigado, no estado do Rio Grande do Sul. Essas observacdes levaram ao pri-
meiro relato da virose conhecida como “entorchamiento” ou “crinkling” no Brasil,
durante a safra 2001/2002 (MACIEL et al., 2006). Desde entdo, a ocorréncia da
doenca vem aumentando entre os estados brasileiros. A virose ja foi relatada no
estado de Santa Catarina (SCHEUERMANN et al., 2015), e mais recentemente
no estado de Goias e no estado do Tocantins (MELLO et al., 2019).

A doenca tem como agente causal o rice stripe necrosis virus (RSNV), um

benyvirus (familia Benyviridae) que é transmitido por uma espécie de protozoario
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natural do solo, Polymyxa graminis. Os sintomas da infec¢cao por RSNV, incluem
geralmente nanismo, malformagéao severa (deformacdo e encarquilhamento) e
listras cloréticas nas folhas. Em condi¢Bes extremas, incluindo alta concentracao
de indculo, ambiente favoravel e cultivar suscetivel € possivel observar morte de
plantulas ja na primeira semana apés a semeadura (FAUQUET et al., 1988).

Os danos causados pelo RSNV ainda nao foram estimados no Brasil. No
entanto, outros paises como Africa e Colémbia relatam incidéncias de 70% a
100%, dependendo do cultivar de arroz semeado e danos a produtividade acima
de 20% (MAURINO et al., 2018; PARDO et al., 1994). O manejo da virose ba-
seia-se até o0 momento em préticas de excluséo, evitando o plantio de arroz em
areas com histérico da doenca e a entrada de inéculo na area.

A resisténcia genética deve ser a principal medida adotada dentro dos
sistemas de manejo. Para o RSNV, a busca pela resisténcia genética ainda vem
sendo trabalhada pelas instituicbes de pesquisa e universidades. Alguns traba-
Ihos ja realizados apontam para uma resisténcia ao RSNV na espécie Oryza
glaberrima Steud, um arroz africano préximo do arroz cultivado (CORREA et al.,
2002; GUTIERREZ et al., 2010). Questiona-se se essa resisténcia é efetiva con-
tra o0 virus, o vetor ou ambos, e se poderia facilmente ser transferida para culti-
vares de Oryza sativa.

No entanto, sabe-se que populacdes virais sdo geneticamente diferentes,
sendo passiveis de mudanca com o tempo, processo denominado evolucao. Os
virus apresentam de maneira geral uma alta variabilidade genética, resultante da
sua rapida replicacdo (RUBIO et al., 2020) e de mecanismos como mutacao e
recombinacdo (ROOSSINCK, 1997). Conhecer a variabilidade genética de uma
populacéo viral € um passo importante para que se tenha otimizacédo no desen-
volvimento de ferramentas de diagndstico e estratégias de manejo baseadas na
resisténcia.

O vetor P. graminis é considerado um problema dentro de varios patos-
sistemas. O protozoario € vetor de mais de 14 espécies virais de importancia
econdmica, acometendo cereais como trigo, triticale, cevada, centeio, aveia, ar-
roz, sorgo, milheto e algumas gramineas silvestres (KANYUKA et al., 2003). A
possibilidade da obtencg&o de resisténcia genética ao vetor é bastante atraente.
No entanto, dentro da espécie P. graminis uma grande diversidade genética ja
foi encontrada (LEGREVE et al., 2002; WARD et al., 1998).
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Requisitos biolégicos como especificidade de hospedeiro e temperatura
guando combinados com analises de sequéncias da regido ITS (internal trans-
cribed spacer) de diferentes isolados permitiram uma separacao dentro da espé-
cie P. graminis em cinco formas especiais ou ribétipos distintos: f. sp. temperata,
correspondente ao ribétipo |; f. sp. tepida, correspondente ao ribétipo II; f. sp.
tropicalis, correspondendo ao ribétipo IlI; f. sp. subtropicalis, correspondendo ao
rib6tipo 1V; e f. sp. colombiana, correspondendo ao ribétipo V (LEGREVE et al.,
2002). No Brasil, P. graminis € frequentemente associado a plantas de arroz in-
fectadas por RSNV, porém informacdes acerca do ribétipo predominante nao
estdo disponiveis.

Diante dessas questdes, 0s objetivos deste estudo foram realizar a carac-
terizacdo e analisar a variabilidade genética de isolados de RSNV e seu vetor P.
graminis nas principais regides orizicolas do estado de Santa Catarina; desen-
volver uma escala de severidade para o RSNV; padronizar um ensaio de quan-
tificacdo para o virus e para o vetor e explorar graus de resisténcia genética em
materiais contrastantes de arroz, através da associagao entre intensidade da do-

enca e quantificacdo absoluta do virus e do vetor.
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3 CAPITULO 1 - CARACTERIZACAO E ESTUDO DA VARIABILIDADE GE-
NETICA DE rice stripe necrosis virus (RSNV) E SEU VETOR Polymyxa gra-
minis INFECTANDO ARROZ NO ESTADO DE SANTA CATARINA

3.1 RESUMO

A virose conhecida como enrolamento do arroz ja foi relatada nos princi-
pais estados brasileiros produtores de arroz. A doenca tem como agente causal
o rice stripe necrosis virus (RSNV), transmitido por meio do vetor Polymyxa gra-
minis, uma espécie de protozoario natural do solo. Hoje 0 manejo da virose se
baseia na excluséo e a resisténcia genética ainda vem sendo buscada. No en-
tanto, sabe-se que populacdes virais sdo geneticamente diferentes, sendo pas-
siveis de mudanca com o tempo por meio do processo denominado evolucgéao.
Conhecer a variabilidade genética de uma populacao viral € um passo importante
para que se tenha otimiza¢ao no desenvolvimento de ferramentas de diagnostico
e de manejo. Destaca-se ainda que o vetor P. graminis € uma problematica den-
tro de varios patossistemas e uma alta diversidade ja foi encontrada dentro da
espécie. No Brasil, poucas séo as informacdes disponiveis acerca dessa diver-
sidade. Com isso, 0 objetivo do estudo foi caracterizar e analisar a variabilidade
genética de isolados de RSNV e seu vetor, Polymyxa graminis, no estado de
Santa Catarina. Amostras de arroz sintomaticas foram coletadas nas principais
regides orizicolas do estado de Santa Catarina. As amostras foram submetidas
a extracao de acidos nucleicos totais (RNA e DNA) e posteriormente, a RT-PCR
e PCR, visando amplificacéo do virus e do vetor, respectivamente. As amostras
foram enviadas para sequenciamento Sanger. As sequéncias obtidas foram sub-
metidas as andlises de variabilidade genética e o relacionamento filogenético foi
analisado. Os isolados virais obtidos neste estudo sdo geneticamente proximos
a outros isolados brasileiros ja caracterizados. Quando comparados a isolados
de outros paises duas linhagens principais sao estruturadas com base na origem
geografica dos isolados: linhagem africana e linhagem sul-americana. Além
disso, baixa diversidade nucleotidica (11) foi encontrada em todas as populacdes
de RSNV analisadas. Todos os isolados de P. graminis caracterizados nesse
estudo pertencem ao subgrupo ribétipo V e/ou f.sp. colombiana. Além da carac-
terizacdo molecular, realizou-se a caracterizacao biolégica por meio de micros-
copia de luz e microscopia eletrénica de transmissao, sendo possivel a observa-

céo de estruturas de repouso do vetor e particulas virais, respectivamente.
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Palavras-chave: Diversidade genética; Populagdes virais; Ribotipos.

3.2 INTRODUCAO

O estado de Santa Catarina (SC) juntamente com o estado do Rio Grande
do Sul (RS) séo responsaveis por mais de 90% da producédo brasileira de arroz
(CONAB, 2023). Dentre os diversos fatores que podem acometer a cultura, re-
duzindo producao e qualidade de graos, estdo as doencas infecciosas. Atual-
mente, no Brasil, apenas uma doenca de etiologia viral ocorre na cultura do ar-
roz. A virose conhecida como enrolamento do arroz, ja foi relatada em ambos os
estados brasileiros lideres em producado (SC e RS), e a ocorréncia vem sendo
relata em outros estados produtores de arroz.

A doenca tem como agente causal rice stripe necrosis virus (RSNV), um
virus de RNA fita simples sentido positivo, pertencente a familia Benyviridae e
ao género Benyvirus (GILMER, 2017). Ainfeccédo por RSNV resulta em sintomas
de nanismo, mosaico e estrias cloroticas, encarquilhamento de folhas e panicu-
las e morte de plantulas. A transmissdo do virus ocorre por meio do vetor
Polymyxa graminis Led., uma espécie de protozoario habitante do solo que in-
fecta as raizes do arroz.

O protozoario € um microrganismo biotréfico obrigatério de plantas, per-
tencente a familia Plasmodiophoraceae e ao género Polymyxa. Apesar de ser
considerado um patégeno “fraco” e aparentemente ndo reduzir produtividade, P.
graminis € um eficiente vetor de virus que causam doencas agronomicamente
importantes. O protozoario ja foi relacionado com a transmissao de mais de 14
espécies virais em cereais e gramineas. Além disso, o vetor produz esporos de
repouso que podem permanecer no solo e em associagcdo com restos culturais
por anos, abrigando particulas virais (KANYUKA et al., 2003).

Alguns estudos de gama de hospedeiros ja demonstraram uma conside-
ravel diversidade com relacdo a especificidade do hospedeiro dentro da espécie
P. graminis. Baseado em estudos da regido ITS do DNA ribossomal da espécie,
cinco subgrupos (ribétipos) foram revelados se correlacionando com o tipo de
hospedeiro (LEGREVE et al., 1998, 2000; VAIANOPOULOS et al., 2007; WARD
et al., 2005). Predominando em cevada, trigo, aveia e centeio os ribotipos | e Il
(SUBR et al., 2002; WARD et al., 1994); em gramineas como milheto, sorgo e
milho prevalecem o ribétipo Il e IV dependendo de fatores como temperatura e

hospedeiro. No arroz encontra-se um quinto subgrupo, denominado rib6tipo V
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(MORALES et al., 1999). E mais recentemente, um novo ribétipo infectando trigo
foi proposto (rib6tipo VI) baseado em um isolado australiano e um isolado afri-
cano (COX et al., 2014). Posteriormente, houve ainda uma subdivisdo em sub-
ribotipos ‘a’ e ‘b’ dentro dos ribétipos |, 11 e lll, devido a grande diversidade gené-
tica intraespecifica encontrada dentro desses grupos (LEGREVE et al., 2002).

Destaca-se que poucos estudos foram realizados para o patossistema do
RSNV e suas interacdes envolvendo o vetor. A classificagdo em ribétipo V para
isolados de P. graminis infectando arroz é baseada em poucas sequéncias obti-
das em paises como Colémbia e Mali. No Brasil, ndo existem dados de caracte-
rizacdo molecular de populacdes de P. graminis associadas a transmissao de
RSNV em plantas de arroz.

Hoje o manejo do RSNV se baseia em praticas de excluséo, evitando o
plantio de arroz em sistema de semeadura em solo seco em areas com histérico
da doenca e a entrada de inoculo na area (SCHEUERMANN et al., 2015). O uso
de sementes certificadas € importante, uma vez que apesar da espécie viral ndo
ser transmitida por semente, os esporos de repouso do vetor podem ser trans-
portados junto da semente. Além disso, limpeza e desinfestacdo de maquinas e
implementos agricolas, assim como evitar 0 movimento de agua entre areas, €
recomendado devido a presenca de esporos de repouso do vetor no solo (PAZ
et al., 2009).

A resisténcia genética € uma das principais medidas de controle utilizada
em programas de manejo de doencas. Entretanto, para 0 RSNV pouco se co-
nhece a respeito da mesma. Sabe-se que ja existem relatos de resisténcia a
virose na espécie de arroz africano Oryza glaberrima e essa resisténcia vem
sendo explorada como fonte doadora para o arroz cultivado (GUTIERREZ et al.,
2010), embora se desconheca o(s) gene(s) envolvidos e mecanismo.

Populacdes virais sdo geneticamente diferentes, sendo passiveis de mu-
danca com o tempo, processo este denominado evolucéo. Virus apresentam de
maneira geral, alta variabilidade genética resultante da sua rapida replicacéo e
de mecanismos como mutacéo e recombinacdo (DALLAGNOL, 2018; RUBIO et
al., 2020). Conhecer a variabilidade genética de uma populacao viral € um passo
importante para que se tenha otimizacdo no desenvolvimento de ferramentas de
diagndstico e estratégias de manejo adequadas a tais patégenos, uma vez que
trabalhos dessa natureza fornecem subsidios para programas de melhoramento,

indicando as regides do genoma do virus com menor propensao a variagoes.
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Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi caracterizar e analisar
a variabilidade genética de isolados de RSNV no estado de Santa Catarina, bem
como caracterizar o ribétipo de P. graminis associado a transmisséo da virose

em arroz no estado.
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4 CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO E USO DE UM ENSAIO DE RT-qPCR
e qPCR PARA AUXILIAR NA SELECAO DE NIVEIS DE RESISTENCIA AO
rice stripe necrosis virus (RSNV) E AO SEU VETOR Polymyxa graminis EM
DIFERENTES GENOTIPOS DE ARROZ

4.1 RESUMO

A virose conhecida como ‘enrolamento do arroz’ foi relatada pela primeira
vez no Brasil na safra 2001/02 e desde entdo, a ocorréncia vem aumentando
entre os estados brasileiros produtores de arroz. A doenga tem como agente
causal o rice stripe necrosis virus (RSNV, familia Benyviridae, género Benyvirus),
gue é transmitido pelo protozoario do solo, Polymyxa graminis Led. O manejo
recomendado baseia-se na exclusdo. A resisténcia genética deve ser sempre
gue possivel a principal ferramenta em programas de manejo de doencas de
plantas. Para o RSNV, a resisténcia ainda vem sendo explorada e buscada. O
objetivo deste estudo foi desenvolver uma escala de severidade para o RSNV e
padronizar um ensaio de RT-gPCR e qPCR para quantificacdo da carga viral e
do vetor, respectivamente, visando correlacionar essas variaveis com a intensi-
dade da doenca e investigar graus de resisténcia em diferentes genotipos de
arroz. O experimento foi composto por quatro genotipos: a espécie Oryza gla-
berrima e trés cultivares de O. sativa desenvolvidas pela Epagri (SCS123 Pérola,
Epagri 106 e Epagri 109), cada um em cinco repeti¢des, totalizando vinte unida-
des experimentais. A inoculacdo ocorreu de forma natural utilizando solo de area
com histoérico da doenca. Os sintomas foram registrados semanalmente. A inten-
sidade da doenca (incidéncia e severidade) foi avaliada trinta dias apés a seme-
adura. As amostras foram submetidas a extracdo de acidos nucleicos totais
(DNA e RNA), e a carga viral e do vetor foram determinadas por quantificacéo
absoluta utilizando curva padrao para os respectivos alvos [Capa Proteica (CP)
e RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) para o virus; e DNA ribossomal
para o vetor]. O virus e o vetor foram detectados em todas as plantas por PCR
convencional e gPCR, porém houve uma diferenca significativa para as variaveis
analisadas entre os genotipos testados. Além disso, um grau de correlacéo po-
sitiva foi encontrado entre as variaveis carga viral, carga do vetor e intensidade
da doenca. A espécie O. glaberrima apresentou a menor carga viral e do vetor

guando comparada aos demais cultivares e diferiu dos cultivares Epagri 109 e
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Epagri 106. O cultivar Epagri 106 apresentou a maior carga viral e diferiu de
todos os outros. Com relacdo a carga do vetor, Epagri 109 apresentou a maior
guantificacédo, mas nao diferiu de Epagri 106. Esses resultados confirmam que a
espécie O. glaberrima apresenta resisténcia ao RSNV e ao vetor P. graminis,
uma vez que apresentou baixa carga viral e do vetor e ndo expressou sintomas
visiveis. SCS123 Pérola, que ndo diferiu quanto a carga viral e do vetor de O.
glaberrima para as variaveis analisadas, é resultante da hibridizacdo entre O.
glaberrima e O. sativa. Estudos futuros visando investigar os mecanismos que

conferem menor carga viral e do vetor devem ser realizados.

Palavras-chave: Oryza sativa; Oryza glaberrima; carga viral; RSNV; resisténcia
genética.

4.2 INTRODUCAO

A doenca conhecida como enrolamento do arroz € causada por rice stripe
necrosis virus (RSNV, familia Benyviridae, género Benyvirus). O primeiro relato
da virose no Brasil ocorreu no estado do Rio Grande do Sul durante a safra
2001/02 (MACIEL et al., 2006). Desde entédo, a ocorréncia da doenca vem au-
mentando entre os estados brasileiros produtores de arroz, chamando a atencao
de produtores e pesquisadores.

Os sintomas tipicos de infec¢do por RSNV incluem nanismo, encarquilha-
mento, malformacao severa da planta e listras cloréticas. Além disso, em condi-
cOes de alta pressao de inoculo, ocorre a morte de plantulas ja nas primeiras
semanas. No Brasil, os danos causados pelo RSNV ainda nédo foram estimados.
No entanto, outros paises como Africa e Colémbia relatam incidéncias de 70% a
100%, dependendo do cultivar de arroz semeado e perdas em produtividade
acima de 20% (MAURINO et al., 2018; PARDO et al., 1994).

O manejo da doenca baseia-se até o momento na excluséo. A resisténcia
genética deve ser sempre que possivel a principal medida de controle dentro dos
sistemas de manejo, principalmente para doencas de etiologia viral, onde as pra-
ticas de manejo sado mais limitadas. Entretanto, para o RSNV pouco se conhece
a respeito. Alguns trabalhos ja realizados indicam resisténcia ao RSNV na espé-
cie Oryza glaberrima, um arroz africano préximo do arroz cultivado Oryza sativa
(CORREA et al., 2002; GUTIERREZ et al., 2010). No entanto, varias lacunas
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ainda precisam ser esclarecidas. Ainda ndo se sabe se essa resisténcia € efetiva
contra o virus, o vetor ou ambos, e se poderia facilmente ser transferida para
cultivares de Oryza sativa.

Hoje a selecdo de genotipos resistentes a doencas se da principalmente
através de ensaios de reacdo de cultivares, baseados em observacdes visuais
da expresséo dos sintomas a campo. Para o RSNV, a falta de uma escala de
severidade dificulta este processo. Além disso, apenas o uso de avaliacdes vi-
suais pode ser subjetivo e ndo representar o real cenario. Ferramentas molecu-
lares como PCR convencional e PCR quantitativa (qPCR) possibilitam uma maior
padronizacdo e aumentam a confiabilidade nos resultados. Ensaios de qPCR
sdo altamente sensiveis e permitem o0 acompanhamento em tempo real da am-
plificacdo do material genético (SCHENA et al., 2004), permitindo quantificar a
carga viral presente em um material e dando maior sustentacdo na selecéo de
genotipos com graus de resisténcia ou suscetibilidade.

Com isso, o0 objetivo deste estudo foi desenvolver uma escala de severi-
dade para o RSNV e padronizar um ensaio de RT-gPCR e gPCR para quantifi-
cacao da carga viral e do vetor, respectivamente, visando correlacionar essas
variaveis com a intensidade da doenca e investigar graus de resisténcia em di-

ferentes gendtipos de arroz.
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