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RESUMO

Analisou-se, por dois anos, a estrutura de viruléncia na
populacao de Colletotrichum graminicola, agente causal da
antracnose do sorgo, através das frequéncias esperadas e
observadas de viruléncia a todos os pares possiveis dentro de
uma série diferencial formada por dez cultivares de sorgo.
Calculou-se também, para cada par, um coeficiente de asso-
ciacdo de patogenicidade (CAP) e um coeficiente de associa-
c¢do de viruléncia (CAV). Associagao negativa de viruléncia
foi observada apenas em relacio a duas cultivares Tx378 e
SC748-5. Tal fato € indicativo de que individuos na popula-

¢do do patégeno com viruléncia a estes gentipos possuem
uma menor agressividade. Um grande niimero de pares ana-
lisados apresentou um alto valor de CAP e um baixo valor de
CAV. Combinagoes de gendtipos ou de genes de resisténcia
para as quais a populacio do patogeno apresenta um menor
valor adaptativo podem determinar uma resisténcia de maior
durabilidade a antracnose.

Palavras chaves: anilise de viruléncia, estrutura de
viruléncia, associagao de patogenicidade.

ABSTRACT

Virulence associations in the sorghum anthracnose fungus Colletotrichum graminicola.

Virulence structure in the population of the sorghum
anthracnose fungus Colletotrichum graminicola, was inves-
tigated for two years through the expected and observed
frequencies of virulence to all possible pair combinations
within a set of ten differential sorghum cultivars. For each
pair, a pathogenicity association coefficient (CAP) and a
virulence association coefficient (CAV) was also deter-
mined. A negative association of virulence was observed in

relation to two cultivars - Tx378 and SC748-5. This is an
indication of a possible lower finess of individuals in the
pathogen population with this associated virulence. High
values of CAP and low values of CAV were observed for a
large number of cultivar pairs. Combinations of genotypes or
resistance factors to which the pathogen population shows a
reduced fitness may determine a more durable resistance to
sorghum anthracnose.

INTRODUCAO

A antracnose do sorgo (Sorghum bicolor L.), causada
pelo patégeno Colletotrichum graminicola, ¢ uma das mais
importantes doengas a afetar a cultura do sorgo nas condi-
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¢oes brasileiras, estando presente em todas as regioes de
plantio com esta graminea no pais.

C. graminicola € um patégeno de alta variabilidade,
conforme demonstrado em estudos ji conduzidos no Brasil e
em outros paises (Cardwell et al., 1989; Ferreira & Casela,
1986; Pande et al., 1991).
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A variabilidade de C. graminicola tem sido normal-
mente caracterizada pela identificacao de racas fisiolégicas,
com base nas reacoes diferenciais produzidas por isolados do
patbgeno em uma série de cultivares diferenciadoras
(Cardwell et al., 1989; Casela & Ferreira, 1987; Pande et al.,
1991). Um sistema para a caracteriza¢ao de ragas deste pato6-
geno no Brasil foi proposto por Casela & Ferreira (1987).
Através deste procedimento, ragas de alta viruléncia tém sido
identificadas e utilizadas na avaliacao e selecao de gendtipos
para resisténcia a antracnose (Casela & Ferreira, 1991a;
Casela & Ferreira, 1991b). Dois fatores entretanto tém di-
ficultado a utilizacao destas informagdes como suporte a
trabalhos de desenvolvimento de resisténcia genética: o ele-
vado niimero de racas identificadas a cada ano ¢ a perda
gradual de importincia de alguns dos gendtipos da série
diferencial dentro do programa de melhoramento de sorgo,
fazendo com que o resultados obtidos sejam de pouca utili-
dade pratica.

Um procedimento alternativo aos estudos de determi-
nacio de ragas fisioldgicas tem sido a caracterizacdo da
estrutura de viruléncia da populacio de um patégeno
(Alexander et al., 1984; Browder & Eversmeyer, 1977; :Le-

( la, 1981; Vanderplank, 1984). Através deste tipo de
amnalise é possivel verificar se individuos em uma determina-
da populacio apresentam combinagdes particulares de viru-
léncia ou de aviruléncia a um par de cultivares em frequén-
cias acima ou abaixo daquelas esperadas se tais combinagoes
ocorressem por acaso (Browder & Eversmeyer, 1977,
Alexander et al., 1984).

O presente trabalho teve por objetivo investigar a
ocorréncia de associacdes de viruléncia no patossistema
Sorghum bicolor-C. graminicola com base em dados de
levantamento de racas realizados nos anos de 1990 e 1991.

MATERIAL E METODOS

Isolados de C. graminicola foram coletados nas
localidades de Capindpolis ¢ Sete Lagoas (MG); Anépolis,
Goiania, Itumbiara e Jatai (GO) e Pelotas (RS) nos anos de
1990 e 1991.

Os procedimentos para obtengao, desenvolvimento e

~-ultiplicacdo de culturas monospéricas, producio e preparo
¢ inéculo, inoculacdo e avaliagio foram aqueles descritos
por Ferreira e Casela (1986). Isolados foram inoculados em
uma série diferencial formada pelas cultivares Tx378
(BRO0O8B), SC326-6 (BROOSR), SC283 (CMSXS136),
Tx623 (BR009), Brandes (BR501), SC112-14 (BROO6R),
Tx398, Tx2536 (BROO3R), Theis (BR503), ¢ SC748-5
(CMSXS173R).

Os dados sobre a estrutura de viruléncia na populagao
de C. graminicola foram obtidos de um total de 67 e¢ 134
isolados coletados respectivamente nos anos de 1990 e de
1991. Para se avaliar a ocorréncia de associagdo de virulén-
cia a um determinado par de cultivares a e b, os isolados
foram separados em cada uma das quatro categorias: VaVb -
virulentos a ambas as cultivares, VaAb - virulentos a cultivar
A e avirulentos a cultivar B, AaVb - avirulentos a cultivar A
e virulentos a cultivar B e AaAb - avirulentos a ambas as
cultivares.
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A determinacdo da ocorréncia de associacao de pato-
genicidade de viruléncia foi realizada conforme Browder &
Eversmeyer (1977). Para cada combinacio de cultivares foi
calculado um coeficiente de associagcdo de patogenicidade
(CAP) ¢ um coeficiente de associacdo de viruléncia (CAV)
como segue:

CAP = N2de isolados AaAb + N de isolados VaVb/Total de
isolados na amostra

CAYV = N2 de isolados VaVb/Total de isolados na amostra.

Combinacoes desejéveis de cultivares ou de genes de
resisténcia sdo caracterizadas por uma alta associacio de
patogenicidade (alto valor de CAP) e uma baixa associacao
de viruléncia (baixo valor de CAV). Tais combinacdes sao
potencialmente efetivas para o controle da doenca em
relagdo a estrutura de viruléncia da populacao (Browder &
Eversmeyer, 1977; Labeda, 1981).

Dados sobre a estrutura de viruléncia foram também
obtidos através da andlise de viruléncia conforme Alexander
et al. (1984). Nesta anilise uma associacdo positiva de
viruléncia ocorre quando o niimero de isolados observados
significativamente excede aqueles esperados na categoria
VaVb e uma associacao negativa ou uma dissociacdo de
viruléncia ocorre se o nimero de isolados observados ¢
significativamente superior ao esperado nas categorias VaAb
e AaVb. Associacoes podem ocorrer porque os genes
controlando a patogenicidade estdo ligados ou sdo alélicos
ou ainda porque os genes que determinam patogenicidade a
uma determinada cultivar tém efeitos pleiotropicos ou
epistdticos que alteram a resposta de uma outra cultivar. E
também possivel que a selecao favoreca os individuos com
uma determinada combinacao de genes para patogenicidade.
Comparacoes entre frequéncias observadas e esperadas

foram feitas através do teste de qui-quadrado (Lebeda, 1981;
Ott, 1988).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um pequeno niimero de isolados apresentou-se
virulento aos gendtipos SC748-5 e SC283. Por outro lado
viruléncia & cultivar Tx623, apresentou-se quase que
totalmente fixada na populacéo nos dois anos de estudo pois
a maioria dos isolados apresentaram-se virulentos a esta
cultivar, considerada como padrao de suscetibilidade a C.
graminicola em testes de resisténcia a este patégeno em
condi¢des de campo e de casa de vegetacdo. Uma alta
frequéncia de viruléncia foi também observada em relacdo as
cultivares Tx2536 ¢ Tx398 (Tabela 1).

As Tabelas 2 e 3 apresentam os valores de CAP e de
CAV obtidos nos anos de 1990 e de 1991 para 16 pares de
cultivares, de um total de 45 analisados, aos quais o patégeno
apresentou associacoes de patogenicidade e de viruléncia
constantes nestes dois anos de estudo. Altos valores de CAP
e de CAV foram, por exemplo, observados em relagao aos
pares Tx623 * Tx398, Tx623 * Tx2536 e Tx2536 * Tx398
em decorréncia da alta frequéncia de viruléncia a estas
cultivares na populacdo. Valores préximos, porém mais
baixos de CAP e de CAV, foram também obtidos em relacao
aos pares Tx623 * Brandes e Tx623 * SC112-14. Altos
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TABELA 1 - Frequéncia de viruléncia a 10 cultivares de
sorgo em isolamentos de Colletotrichum
graminicola obtidos nos anos de 1990 e

1991.
Frequéncia de Viruléncia/Ano
Cultivar

1990 1991
Tx378 0,463 0,276
SC326-6 0,642 0,410
SC283 0,045 0,082
Tx623 0,896 0,978
Brandes 0,478 0,530
SC112-14 0,716 0,426
Tx398 0,851 0,701
Tx2536 0,881 0,806
Theis 0,567 0,224
SC748-5 0,194 0,194

TABELA 2 - Associagdes de patogenicidade e de virulén-
cia de Colletotrichum graminicola em 17
pares de cultivares de sorgo. 1990.

Coeficiente de Associagﬁol
Par de Cultivares

TABELA 3 - Associagoes de patogenicidade e de virulén-
cia de Colletotrichum graminicola em 17
pares de cultivares de sorgo. 1991.

Coeficiente de Associagéo1
Par de Cultivares

CAP - CAV
Tx623*Tx2536 0,731 0,701
TX623*Tx398 0,828 0,806
TX2536*Tx398 0,701 0,522
Tx623*Brandes 0,532 0,530
Tx623*SC112-14 0,448 0,425
Theis*SC748-5 0,761 0,090
Tx378*SC283 0,806 0,082
Tx378*SC748-5 0,560 0,015
SC283*SC326-6 0,619 0,060
SC283*Tx623 0,104 0,082
Sc283*Brandes 0,522 0,067
SC283*SC112-14 0,493 0,000
SC283*Tx2536 0,373 0,075
SC283*Tx398 0,284 0,090
SC283*Theis 0,791 0,000
SC283*SC748-5 0,724 0,000

CAP CAV
Tx623*Tx2536 0,791 0,761
TX623*Tx398 0,863 0,806
TX2536*Tx398 0,925 0,821
Tx623*Brandes 0,522 0,463
Tx623*SC112-14 0,672 0,642
Theis*SC748-5 0,567 0,164
Tx378*SC283 0,239 0,015
Tx378*SC748-5 0,313 0,000
SC283*SC326-6 0,343 0,015
SC283*Tx623 0,149 0,045
Sc283*Brandes 0,507 0,015
SC283*SC112-14 0,328 0,045
SC283*Tx2536 0,209 0,045
SC283*Tx398 0,164 0,045
SC283*Theis 0,478 0,045
SC283*SC748-5 0,776 0,000

LCAP e CAV = Coeficientes de Associacio de Patogenicidade e de
Viruléncia respectivamente, onde:
CAP = N? de Isolados AaAb+N® de Isolados VaVb/Total de Isolados, e
CAV = N® de Isolados VaVb/Total de Isolados
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LCAP e CAV = Coeficientes de Associacio de Patogenicidade e de
Viruléncia respectivamente, onde:
CAP = N® de Isolados AaAb+N® de Isolados VaVb/Total de Isolados, e
CAV = N® de Isolados VaVb/Total de Isolados

valores de CAP e baixos valores de CAV foram verificados
em relagdo aos demais pares apresentados na Tabela 2. Estes
seriam, de acordo com Browder & Eversmeyer (1977),
potencialmente efetivos para o controle da antracnose. E
preciso considerar, entretanto, que nas combinagdes SC283
* Tx623, SC283 * Tx398 e SC283 * Tx2536, os baixos CAV
observados foram determinados apenas pela maior
resisténcia da cultivar SC283, j& que as cultivares Tx623,
Tx2536 e Tx398 apresentaram suscetibilidade 2 maioria dos
isolados nos dois anos de estudo.

Um total de 90 tabelas de contigéncia foi gerado para a
anélise de viruléncia considerando-se os anos de 1990 e
1991. Deste total, 23 tabelas no primeiro e 19 no segundo
ano nao puderam ser analisadas por apresentarem frequéncia
esperada inferior a 5 (Ott, 1984). Isto foi determinado
principalmente pelo fato de a populagdo do patégeno
apresentar uma alta frequéncia de viruléncia ou de
aviruléncia a determinadas cultivares; por exemplo, das 23
tabelas nao analisadas em 1990, 9 envolveram combinacées
com a cultivar SC283 (frequéncia de viruléncia de 0,045),
enquanto 8 envolveram combinagdes com a cultivar Tx623
(frequéncia de viruléncia de 0,896) (Tabela 1).

Dentre as associagoes analisadas, apenas 4 em 1990 e
3 em 1991 foram nao significativas ao nivel de 5% de proba-
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bilidade (X°=3,841; GL=1), enquanto 18 associacdes em
1990 e 23 em 1991 apresentaram-se significativas ao nivel
de 1% de probabilidade (X?=7,815; GL=1). Apenas a asso-
ciacao negativa de viruléncia as cultivares Tx378 e SC748-5
apresentou significincia estatistica nos dois anos analisados.
Viruléncias aos pares Tx378 * SC326-6, Tx378 * Tx398,
SC326-6 * Brandes, SC326-6 * Tx2536, SC326-6 * Theis,
SC326-6 * SC748-5, Brandes * Tx398, Brandes * Theis,
SC112-14 * Theis e Theis * SC748-5 apresentaram-se posi-
tivamente associadas. Nas Tabelas 4 e 5 estao apresentadas
as frequéncias esperadas e observadas de viruléncia aos
pares Tx378 * SC748-5 ¢ SC326-6 * Brandes, as quais
ilustram, respectivamente, uma associagao negativa ou dis-
sociagao e uma associacdo positiva de viruléncia.

Informacdes sobre a frequéncia de viruléncia e sobre a
ocorréncia de associagoes positivas e negativas de viruléncia
podem ser de grande utilidade em programas de melhora-
mento para resisténcia a doencas. Hibridos de sorgo, por
exemplo, poderiam ser desenvolvidos baseados nas infor-
macdes sobre as combinacées de linhagens macho-estéreis e
restauradoras para as quais viruléncia na populagdo apre-
senta-se dissociada.

O grande nimero de associagdes positivas de virulén-

“cia observadas pode ter sido, pelo menos em parte, determi-

nado pela auséncia de processos sexuais em C. gramincola
em sorgo. Em organismos de reprodugao predominante-
mente assexuada, uma determinada combinacio de genes de
“viruléncia pode ser mantida na populagao devido a auséncia
de recombinacdo, ainda que os referidos genes nao estejam
efetivamente ligados (Wolfe & Knott, 1982). O efeito da
auséncia de recombinacgao genética tem sido verificado em
levantamentos onde hd a predomindncia de uma ou poucas
racas na populacio (Roelfs & Groth, 1980; Roelfs et al.
1986; Illot et al. 1987). As associacdes de viruléncia ou de
aviruléncia presentes nas racas identificadas irao obviamente
predominar na populagao.

Auséncia de recombinacio sexual como uma provavel
explicagdo para as associagdes positivas de viruléncia obser-
vadas parece nao ser, entretanto, totalmente aplicdvel a situa-
cao de C. graminicola, pelo menos nas condigdes brasileiras,
onde um elevado niimero de ragas € observado a cada ano
(Casela & Ferreira, 1987; Casela, 1992). A auséncia de pro-
cessos sexuais como fonte de variabilidade em C. gramini-
cola parece ser compensada pela presenca de outros meca-
nismos de variabilidade os quais parecem envolver a presen-
ca de transposons (Casela & Frederiksen, 1994).

A presenca de associagdes positivas de viruléncia em
C. graminicola pode também ter resultado da presenca de
genes de resisténcia em comum entre as cultivares da série
diferencial. Tal situagdo é bastante provavel pelo fato de tais
cultivares nao serem linhas isogénicas desenvolvidas especi-
ficamente para estudos de caracterizacio de racas deste
pat6geno. Esta situacdo € coincidente com aquela observada
por Alexander et al. (1984) em que associacoes de viruléncia
em Puccinia graminis tritici estavam correlacionadas a exis-
téncia de genes de resisténcia em comum entre as diferen-
ciais estudadas.

Um outro aspecto a ser considerado € que associagoes
positivas de viruléncia podem indicar a presenca de fatores
desnecessarios de viruléncia na populacio do patégeno. A
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TABELA 4 - Numero esperado e observado de isolados
de Colletotrichum graminicola nas quatro
categorias de viruléncia e de aviruléncia
aos pares de cultivares Tx378 * SC748-5
(associacao negativa) e SC326-6* Brandes
(associacao positiva). 1990.

Associagz'w1 Cultivar Viruléncia/Aviruléncia®
Tx378 \Y% vV A A
SC748-5 VvV A V A

Negativa®>  Observado 0,0 31,0 130 23,0
Esperado 6,0 250 7,0 29,0
X*=13,82
SC326-6 \% vV A A
Brandes Vv A Vv A

Positiva®  Observado 31,0 13,0 3,0 20,0
Esperado 206 22,4 172 188
X% = 20,99

1 Associacdes analisadas pelo teste qui-quadrado. Valores observados e
esperados em cada célula sao baseados na hipdtese de nulidade de que as
reacoes sao independentes.

2y = Viruléncia; A = Aviruléncia

3 Associagao significativamente negativa para viruléncia (P < 0,01)
Associacao significativamente positiva para viruléncia (P < 0,01)

TABELA 5 - Nimero esperado e observado de isolados
de Colletotrichum graminicola nas quatro
categorias de viruléncia e de aviruléncia
aos pares de cultivares Tx378 * SC748-5
(associacao negativa) e SC326-6 * Brandes
(associacao positiva). 1991.

Associagfio1 Cultivar Viruléncia/Aviruléncia®
Tx378 A% \Y% A A
SC748-5 A% A A% A

Negativa3 Observado 20 350 24,0 73,0
Esperado 72 29,8 188 78,2
X% =6,04
SC326-6 A% \Y% A A
Brandes \% A A" A

Positiva’  Observado 43,0 13,0 280 50,0
Esperado 29,0 258 420 372
X*=225

1 Associacdes analisadas pelo teste qui-quadrado. Valores observados e
esperados em cada célula sao baseados na hipdtese de nulidade de que as
reagdes sdo independentes.

2V = Viruléncia; A = Aviruléncia
Associagao significativamente negativa para viruléncia (P < 0,05)
Associacao significativamente positiva para viruléncia (P < 0,01)
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auséncia de uma correlagdo negativa entre agressividade e
viruléncia foi demonstrada no patossistema trigo-Erysiphe
graminis f. sp. tritici (Bronson & Ellingboe, 1986). Ragas
complexas de C. graminicola tém sido isoladas de cultivares
de alta suscetibilidade como a cultivar de sorgo BR009
(Tx623), considerada como suscetivel universal em estudos
de variabilidade deste patogeno (Casela & Ferreira, 1987). A
presenca de fatores desnecessérios de viruléncia nio estaria,
aparentemente, influenciando na agressividade de C.
graminicola.

Viruléncia desnecessaria parece nao ser entretanto de
ocorréncia generalizada em C. graminicola. Tal fato € de-
monstrado pela presenca de associacao negativa de virulén-
cia aos genodtipos Tx378 e SC748-5, observada nos dois anos
de estudo e seria indicativo da possibilidade de se utilizar
fatores de resisténcia a este patégeno, com base em sua
capacidade de impor restricbes a adaptabilidade do
patégeno. Informagdes sobre a estrutura de viruléncia em
populagdes de C. graminicola poderao contribuir significati-
vamente em futuros trabalhos visando um mais eficiente
controle da antracnose do sorgo.

Em sua andlise do desequilibrio gamético de genes de
viruléncia em populacdes do oidio da cevada (Erysiphe
graminis), Hovmoller & Ostergard (1991) demonstraram
que associagdes negativas de viruléncia podem ser geradas
por forcas de selecao induzidas por genes de resisténcia
presentes em cultivares diferentes, enquanto selecao induzi-
da por genes de resisténcia presentes em uma mesma cultivar
ird gerar associacOes positivas de viruléncia na populagao do
patdgeno. Nesta situacao a combinacao de genes de resistén-
cia em uma mesma cultivar iria inevitavelmente conduzir
selecdo e a fixacao dos fatores correspondentes de viruléncia
na populacao. Uma forte dissociagdo ou associacao negativa
de viruléncia €, entretanto, indicativa de uma resisténcia
mais durdvel. Quanto mais desvantajosa a situagdo para o
patégeno antes da introducao de uma determinada combina-
cao de genes de resisténcia, menor a frequéncia de indivi-
duos na populacdo com os fatores de viruléncia correspon-
dentes e, portanto, mais dificil o seu estabelecimento na
populagao (Vanderplank, 1984; Gale, 1987).

Um iltimo aspecto a ser considerado € aquele relacio-
nado a obtencdo e interpretacao de dados para a anilise de
viruléncia. Falsas informacbes podem ser obtidas, por
exemplo, se a amostragem nao for feita ao acaso ou se
individuos de diferentes populagoes sao agrupados em uma
mesma andlise (Wolfe & Knott, 1982). Estudos sobre a
estrutura de viruléncia de C. graminicola nas condigoes
brasileiras envolvendo procedimentos de amostragem mais
adequados para obtencdo deste tipo de informagao estao
sendo atualmente conduzidos pelo CNPMS. Ao mesmo
tempo um conhecimento mais detalhado sobre a genética de
resisténcia a este patogeno faz-se necessario para uma mais
efetiva utilizacdo das informagGes geradas pela andlise de
viruléncia. Indubitavelmente a escolha de fatores de resistén-
cia baseada nos seus efeitos sobre a populagao do patogeno
podem aumentar as possibilidade de uma resisténcia mais
duradoura a antracnose do sorgo.
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