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RESUMO

Analisou-sc¢ a estrutura de viruléncia de duas popula-
¢oes de Colletotrichum graminicola, a gente causal da antrac-
nose do sorgo. Foram L()Il]pd!’d(T«ls as [l rcqucnu.m esperada e
obscrvada de viruléncia a todos os pares possiveis de gend-
tipos dec uma séric diferencial formada por cinco linhagens B
(mantencdoras) ¢ oito linhagens R (restauradoras). Calculou-
sc também, para cada par de gendtipos, um cocliciente de
associacdo de patogenicidade (CAP) e um cocliciente de
associagdo de viruléncia (CAV). A viruléncia apresentou-se

altamente associada cm relagiio a 19 parces de linhagens. Tal
fato € indicativo de que combindg(us destes gendtipos atra-
vés de cruzamentos resultariam em uma resisténcia de pouca
durabilidade. Allos valores de CAP e baixos de CAV ocor-
reram em relagio a 21 pares de gendtipos, indicando que
cstas combinagées sao polencialmente cletivas como fonte
de resisténcia durdvel a C. graminicola.

Palavras chave: antracnose, resisténcia durdvel, disso-
ciagdo de viruléncia.

ABSTRACT

Virulence structure and variability in the sorghum anthracnose fungus
Colletotrichum graminicola

The virulence structure of two populations of the sor-
ghum anthracnose fungus Colletotrichum graminicola was
analysed. The observed and expected virulence frequencics
lo all possible pairs of sorghum genotypes of a differential
set formed by 5 B (maintainers) lines and 8 R (restorers)
lines were compared. For each pair, a virulence association
cocflicient (VAC) and a pathogenicity association coeffi-

cient (PAC) were also calculated. For 19 pairs of sorghum
lines, virulence was highly associated, indicating that such
combinations would provide less durable resistance. On the
other hand, high PAC and low VAC were observed for 21
pairs ol sorghum genotypes, indicaling that these are poten-
tially effective combinations in providing durable resistance
to C. graminicola.

INTRODUCAO

A antracnose, causada por Colletotrichum graminicola
(Cesati) Wilson, ¢ um sério problema para a cultura do sorgo
(Sorghum bicolor) no Brasil. Esta doenga esta presente em
todas as dreas de plantio desta cultura, podendo causar seve-
ras perdas em gendtipos suscetiveis sob condigoes ambicn-
tais favoriveis (Cascla, 1992).
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Colletotrichum graminicola & um patgeno que exibe
alta variabilidade nas condi¢oes brasileiras. A primeira
constatagio da cxisténcia de ragas fisiologicas deste patd-
geno foi feita por Nakamura (1984); cinco ragas foram iden-
tificadas com base na reagio das cultivares Tx2536, Martin,
TAM428, Brandes, SC175-14 ¢ SC170-6-17 a isolados cole-
tados cm difcrentes regides do pais. Posteriormente sete ra-
¢as loram identificadas em scte isolados de C. graminicoia,
todos obtidos de locais diferentes, com base nas reagGes
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* apresentadas por 12 cultivares de sorgo (Ferreira & Casela,
1986).

Uma alta instabilidade patogénica foi observada em
isolados de C. graminicola, através da avaliacio de virulén-
cia de culturas e sub-culturas monospdricas obtidas das cul-
tivares Tx623 e SC748-5, em cinco cultivares diferencia-
doras. Culturas monospéricas obtidas de uma tinica lesio ¢
sub-culturas obtidas a partir de uma cultura monospdrica
foram separadas em vérias ragas fisiologicas (Casela &
Frederiksen, 1994).

Em patossistemas onde o agente patogénico apresenta
uma alta variabilidade genética, a identificagio de ragas
fisiolGgicas através da viruléncia em plantas diferenciadoras
é, muitas vezes, de pouca utilidade em programas de melho-
ramento genético, devido ao grande niimero de ragas identi-
ficadas a cada ano (Groth & Roelfs, 1987). Uma alternativa
a este procedimento tem sido a caraclerizagio da estrutura de
viruléncia do patégeno, onde a associagio ou dissociagio de
viruléncia a importantes genes de resisténcia no hospedeiro é
o aspecto fundamental. Neste caso buscam-se combinagoes
de genes ou de gendlipos de resisténcia para os quais a
viruléncia encontra-se dissociada na populagio do patégeno,
na expectativa de se obter uma resisténcia de maior durabili-

de (Browder & Eversmeyer, 1977; Vanderplank, 1982;
“Alexander et al., 1984).

Informacgées sobre a estrutura de viruléncia da popu-
lagcdo de C. graminicola, em rclagio a 10 cultivares de sorgo
indicaram a ocorréncia de um alto grau de dissociagio de
viruléncia em relacio aos gendtipos Tx378 e SC748-5
(Casela & Ferreira, 1995). Combinagdes de gendtipos ou de
genes de resisténcia para as quais os correspondentes genes
de viruléncia no patégeno estdo dissociados, propiciam uma
resisténcia de maior durabilidade (Browder & Eversmeyer,
1977; Aiexander et al., 1984).

O presente trabalho teve por objetivo obter informa-
coes sobre a variabilidade e a estrutura de viruléncia de C.
graminicola, a partir de amostras de isolados obtidos de duas
populacoes do patégeno.

MATERIAIS E METODOS

Os dados relativos a estrutura de viruléncia de C. gra-
minicola foram obtidos nas dreas experimentais do Centro
Nacional de Pesquisa de Milho ¢ Sorgo (CNPMS) -
EMBRAPA, em Sete Lagoas, MG e do Centro de Pesquisa
em Agricultura de Clima Temperado (CPACT) -
EMBRAPA, em Pclotas, RS. Isolados de C. graminicola
foram obtidos em plantas infectadas de uma populagio for-
mada por uma mistura, em partes iguais, de oito linhagens
elites restauradoras (R) e cinco linhagens elites macho-
estéreis(A) do programa de melhoramento de sorgo do
CNPMS (Tabela 1). Esta populagio foi semeada, em cada
local, em uma 4rea de aproximadamente 2000m?,

Para a coleta de amostras, a populacio foi subdividida
em 20 parcelas de aproximadamente 100m? e de cada parce-
la, foram coletadas ao acaso amostras de material infectado
de 10-12 plantas. Na obtengiio dos isolados monosporicos,
espécimens coletadas foram esterilizadas superficialmente
por dois minutos em uma solugéo de hipoclorito de sédio a
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TABELA 1 - Frequéncia de viruléncia de Colletotrichum
graminicola a 13 genotipos de sorgo em

amostras coletadas em Sete Lagoas (MG) e
Pelotas (RS).

Frequéncia de Viruléncia
Cultivar

Sete Lagoas Pelotas
CMSXS 112 B 0,29 0,38
CMSXS 142 B 0,98 0,98
CMSXS 210B 0,00 0,02
CMSXS 211 B 0,85 0,76
CMSXS 212 B 0,76 0,78
CMSXS 116 R 0,39 0,22
CMSXS 169 R 0,13 0,07
CMSXS 173 R 0,38 0,08
CMSXS 178 R 0,37 0,09
CMSXS 179 R 0,73 0,59
CMSXS 180 R 0,72 0,55
CMSXS 181 R 0,68 0,57
CMSXS 182 R 0,40 0,23

0,5% e plaqueadas em mcio de farinha dc avcia e dgar
(FAA). Em scguida, as placas foram incubadas sob luz fluo-
rescente continua a uma temperatura de 25°C por scle dias.
Apbs este periodo, os conidios foram coletados pela adigio
de 10ml de agua destilada em cada placa, seguindo-se da
raspagem superficial do meio com o auxilio de uma espitula.
A suspensio, assim obtida, sofreu uma dilui¢io em série até
a concentracio de 50-100 conidios/ml. Em scguida, transfe-
riu-se 1ml desta suspensio para uma placa de Petri contendo
agar-agua a 2%, que foi incubada por um periodo de 12
horas, sob luz continua, para a indugio de germinagiio. Apds
cste periodo os isolamentos monospéricos foram obtidos na
proporgiao de um para cada planta amostrada, num total de
100 isolados por local.

As mesmas linhagens clites integrantes da mistura
constituiram a série diferencial utilizada para a caracteri-
zagiio fenotipica dos isolados amostrados e para a oblengio
dc informagdes sobre a estrutura de viruléncia das popula-
¢oes do patégeno.

Os procedimentos adotados para produgio, preparo de
inculo, inoculagio e avaliagio foram os mesmos descritos
por Casela ¢ Ferrcira (1986).

Visando detectar a ocorréncia de associagoes ou disso-
ciagoes de viruléncia em relagdo a duas linhagens a e b da
séric diferencial, os isolados foram separados em cada uma
das quatro categorias: VaVb - virulento a ambas as linha-
gens; VaAb - virulento & linhagem a e avirulento i linhagem
b; AaVb - avirulento & linhagem a e virulento a linhagem b e
AaAb - avirulento a ambas as linhagens. Para a andlise dos
dados, calculou-se a freqiiéncia de viruléncia, ou scja, a
proporgio de isolados na populagio amostrada com virulén-
cia, a cada linhagem individualmente ¢ as freqiiéncias espe-
rada (sc a associagio de viruléncia ocorre ao acaso), ¢ obser-
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vada de viruléncia a cada par de linhagem da séric diferen-
cial. Pretendeu-se com isto verificar se a viruléncia a um
determinado par ocorre em freqiiéneia acima ou abaixo da
esperada ¢ se esta associagiio ocorre apenas por acaso. Uma
associagdo positiva de viruléncia ocorre se os valores obscr-
vados cxcedem significativamente os valores esperados nas
categorias VaVbh ¢ AaAb. Se os valores observados nas
catcgorias VaAb ¢ AaVb sido maiores que os esperados, a
associagio de viruléneia é negativa (Alexander & Roelfs,
1984; Vanderplank, 1984).

A ocorréncia de associagoes de patogenicidade foi
também analisada conforme Browder & Eversmeyer (1977).
Para cada par de gendtipos a ¢ b, calculou-se um coeficiente
de associagio de patogenicidade (CAP) ¢ um coeficiente de
associagio de viruléncia (CAV) como scgue:

N2 de isolados AaAb + N2 de isolados VaVb
N total de isolados

CAP =

N¢ de isolados VaVb

~  CAV = Fioil dc isondos

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferencas nas freqiiéncias de viruléncia aos gendtipos
estudados foram obscrvadas de um local para outro, sendo

que, cm relagdo a nove linhagens, estas freqiiéncias foram
maiores em Scte Lagoas do que em Pelotas (Tabela 1). Tais
diferencgas resultam, provavelmente, de uma maior diversi-
dade na populacio de C. graminicola em Sete Lagoas,
devido a uma maior diversidade genética do hospedeiro den-
tro da drca cxperimental do CNPMS, a qual cxerce uma
pressao de sclegdo contra o patégeno, dando origem a ragas
de maior complexidade.

Para a andlise de viruléncia foram geradas, por local,
78 tabelas de contingéncias, das quais 36 e 29, respectiva-
mente em Scte Lagoas e Pelotas, pcrmitiram a anilise pelo
teste %2, por apresentarem freqiiéncia esperada superior a 5
cm todas as células (Ott, 1984). Associagdes positivas de
viruléncia foram observadas em relagdo a 19 pares de culti-
vares, algumas das quais foram altamente significativas nos
dois locais. Por outro lado ndo foi observada a ocorréncia de
associagées negativas de viruléncia entre as 78 combinagées
analisadas (Tabcla 2).

Das 78 combinagoes de genétipos analisadas, 21 ca-
racterizaram-sc por apresentarem alto CAP e baixo CAV nos
dois locais (Tabela 3). Tais combinagoes sdo potencialmente
cfetivas na obtencao de resisténcia durdvel a C. graminicola.
Entretanto, altos CAP ¢ baixos CAV em relagio as combi-
nacoes com o gendtipo CMSXS 210 foram determinados
principalmente pela auséncia da viruléncia a este genétipo
nos dois locais.

TABELA 2 - Nimero esperado e observado de isolados de Colletotrichum graminicola com viruléncia a 19 pares de
cultivares de sorgo em Sete Lagoas (MG) e Pelotas (RS).

Sete Lagoas Pelotas
Par de Cultivares
[ D 0 Yk E o NG

CMSXS 112 X CMSXS 212 22,0 24,0 1,25 35,6 43,0 11,36**
CMSXS 211 X CMSXS 212 64,6 63,0 1,10 71,1 77,0 12,60**
CMSXS 211 X CMSXS180 61,2 64,0 5,63 50,1 57,0 14,89**
CMSXS 211 X CMSXS181 57,8 59,0 1,06 52,0 60,0 13.62**
CMSXS 212 X CMSXS179 55,5 61,0 7,73* 55,2 58,0 1,78
CMSXS 212 X CMSXS180 54,7 57,0 0,88 51,5 59,0 11,61**
CMSXS 116 X CMSXS178 144 21,0 9,19* 2,4 2,0 0,12
CMSXS 116 X CMSXS179 28,5 34,0 7,34* 15,6 21,0 6,24*
CMSXS 116 X CMSXS180 28,1 33,0 7,87* 14,5 20,0 6,92*
CMSXS 116 X CMSXS181 26,5 33,0 11,20%* 15,0 22,0 10,25%*
CMSXS 116 X CMSXS182 15,6 22,0 6,29* 6,1 18,0 38,9%*
CMSXS 173 X CMSXS178 14,1 27,0 30,28** 0,9 4,0 10,99**
CMSXS 173 X CMSXS180 27,4 33,0 8,58* 5.3 9,0 5,89
CMSXS 178 X CMSXS179 27,0 33,0 8,88* 6,4 9,0 2,73
CMSXS 179 X CMSXS181 49,6 54,0 5,07 40,3 49,0 10,91**
CMSXS 179 X CMSXS182 29,2 36,0 11,60** 16,3 21,0 3,89
CMSXS 180 X CMSXS181 49,0 57,0 63,20** 37,6 50,0 21,73%*
CMSXS 180 X CMSXS182 28,8 35,0 8,54* 15,2 22,0 8,08*
CMSXS 181 X CMSXS182 27,2 37,0 20,71%* 15,7 21,0 4,95

A Ii= Ndmero esperado
O= Ndmero observado
b Associagio significativamente positiva * (P<0,05) ou ** (P<0,01)
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TABELA 3 - Coeficiente de associacio de patogenici-
dade (CAP) e coeficiente de associacio de
viruléncia (CAYV) de Colletotrichum gra-
minicola a 21 pares de cultivares de sorgo,
estimados em amostras coletadas em Sete
Lagoas (MG) e Pelotas (RS).

Sete Lagoas Pelotas
Par de Cultivares
CAP | CAV | CAP | CAV

CMSXS 112 X CMSXS 210 0,71 0,00 0,63 0,02
CMSXS 112 X CMSXS 169 0,62 0,02 0,65 0,05
CMSXS 112 X CMSXS 173 0,56 .0,12 0,63 0,05
CMSXS 112 X CMSXS 178 0,55 0,11 0,57 0,02
CMSXS 210 X CMSXS 211 0,15 0,00 0,26 0,02
CMSXS 210 X CMSXS 212 024 000 024 0,02
CMSXS 210 X CMSXS 116 0,61 0,00 0,75 0,00
CMSXS 210 X CMSXS 169 0,87 0,00 0,92 0,00
CMSXS 210 X CMSXS 173 0,62 0,00 0,90 0,00
CMSXS 210 X CMSXS 178 0,63 0,00 0,89 0,00
CMSXS 210 X CMSXS 179 0,27 0,00 0,42 0,00
CMSXS 210 X CMSXS 180 028 0,00 045 0,01
CMSXS 210 X CMSXS 181 0,32 0,00 0,45 0,02
CMSXS 210 X CMSXS 182 0,60 0,00 0,75 0,00
CMSXS 211 X CMSXS 169 0,23 0,00 0,29 0,06
CMSXS 212 X CMSXS 169 0,32 0,10 029 0,07
CMSXS 116 X CMSXS 169 0,64 0,08 0,82 0,05
CMSXS 169 X CMSXS 173 0,62 0,06 093 0,04
CMSXS 169 X CMSXS 178 0,67 0,08 0,84 0,00
CMSXS 169 X CMSXS 181 038 0,09 0,48 0,06
CMSXS 169 X CMSXS 182 0,57 0,06 0,82 0,06

Amostragens envolvendo a mistura de diferentes
populacoes de um determinado patégeno podem levar a fal-
sas conclusoes sobre a ocorréncia de associagoes de patoge-
nicidade (Alexander et al., 1984; Wolfe & Knott, 1982). No
presente trabalho os dados foram obtidos de duas populacées
geogralicamente distantes ¢ tratados scparadamente, o que
permitiu a deteccio de diferengas entre locais quanto a asso-
ciagoes de viruléncia a determinados gendtipos, demons-
trando-se a importincia da observagio [cita pelos citados
autores.

A cletividade da resisténcia genética a C. graminicola
em cultivares de sorgo tem sido muitas vezes perdida devido
ao desenvolvimento da viruléncia na populagio do patdgeno
(Cascla & Ferreira, 1987; Cascla & Frederiksen, 1994), Uma
possivel estratégia para se aumentar a durabilidade da resis-
téncia seria a producio de hibridos em cujos progenitores a
viruléncia se encontre dissociada na populagio. Nas duas
populagoes analisadas, entretanto, nio se verificou a ocor-
réncia de dissociacio de viruléncia em relagao aos gendtipos
de sorgo analisados. Contrariamente, para certos gendtipos, a
viruléncia mostrou-sc altamente associada. Estes resultados
conflirmam observacdoes anteriores feitas por Casela &
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Ferreira (1995) em relagio & estrutura de viruléncia deste
patogeno.

Assaciagoes positivas de viruléncia refletem uma alta
adaptabilidade do patégeno (Lebeda, 1981; Alexander et al.,
1984), indicando uma baixa efetividade dos correspondentes
fatores de resisténcia do hospedeiro. De acordo com Brown
et al. (1993), a adaptacio do patégeno a resisténcia do hos-
pedeiro pode resultar da rdpida multiplicagdo de um fénico
individuo com os fatores de viruléncia correspondentes ou
de uma série de individuos geneticamente distintos tendo em
comum os referidos genes de viruléncia. A alta variabilidade
apresentada por C. graminicola, quando isolados monospé-
ricos deste patégeno foram analisados por marcadores do
tipo RAPD (randon amplified polymorphic DNA) (Cascla,
1992) sugere que a segunda possibilidade seja a explicagao
mais provavel para a adaptabilidade deste patégeno as con-
digocs brasileiras.

A ocorréncia de associagcoes positivas de viruléncia é
também indicativa de que, no caso de C. graminicola, o
acimulo de viruléncia niio resulta nccessariamente em uma
perda de agressividade, conforme proposto por Vanderplank
(1984). Contudo em patogenos de reprodugiio predominante-
mente assexuada, como no caso de C. graminicola, os clcitos
deletérios resultantes da viruléncia desnecessdria podem ser
anulados pcla agio da sclegio em individuos sobre combi-
nagoes favoriveis de genes para sobrevivéncia (Leonard,
1977). E possivel que a diversidade genética na populagio
do hospedeiro tenha permitido o desenvolvimento de uma
maior diversidade na populagio do patégeno ¢, consequente-
mente, de ragas de alta viruléncia. Como resultado hi uma
redugiio na agio da sclegdo estabilizadora contra a viruléncia
desnccessiria.

A ocorréneia de altos valores de CAP ¢ baixos de
CAV, observada cm relagio a certos pares de gendtipos,
confirmam observagoes anteriores de Casela & Ferreira
(1995). Situagoes semelhantes foram obscrvadas por
Browder & Eversmeyer (1977) em Puccinia recondita f. sp.
tritici ¢ por Lebeda (1981) em relagio ao patégeno Erysiphe
graminis. Entretanto, grandes diferengas entre CAP ¢ CAV
podem ocorrer devido a uma baixa freqiiéncia de patogenici-
dade a determinados genes de resisténcia, sem a ocorréncia
de selegio estabilizadora contra estas associagdes de virulén-
cia na populagio (Wolle & Knott, 1982). Essa situagiio ocor-
rcu, com [reqiiéncia, no trabalho conduzido por Lebeda
(1981) em relagio as combinagdes polencialmente durdveis
de genes de resisténeia para o controle de E. graminis. As
associagoes de genes correspondentes de viruléneia apresen-
taram [reqiiéneias observadas significativamente superiores
as [reqiicncias esperadas, com possibilidade, portanto, de
serem rapidamente superadas pelo patégeno. Essa situagio
nio ocorreu no presente trabalho, o que permite supor que as
combinagoes de alto CAP ¢ baixo CAV, aqui obscrvadas,
poderio apresentar uma resisténcia de maior durabilidade a
C. graminicola.

Nio foram identificadas combinagées de genélipos
potencialmente efetivas para o controle de C. graminicola
através da andlise da estrutura de viruléncia das populagées.
As associagoes de viruléncia ocorreram inteiramente ao
acaso ou em [reqiiéncias significativamente superiores aque-
las esperadas. Entretanto, a anilise de associagoes de patoge-
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nicidade permitiu a deteegiio de combinagoes de gendtipos
para as quais a associagio de viruléncia na populagio do
patégeno ¢ ainda baixa. Algumas destas combinagoes corres-
pondem a hibridos experimentais em fase de langamento
pelo CNPMS. O acompanhamento destes hibridos, nos anos
subscquentes ao scu langamento, permitird sc avaliar a cfi-
ciéncia deste método de andlise como um instrumento auxi-
liar no programa de melhoramento para resisténcia a csle
patégeno.
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