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RESUMO

Foi analisada a estrutura de viruléncia de Colleto-
trichum graminicola em populagdes do patégeno amostradas
em trés dreas de ocorréncia da doenga. Foram determinadas
as freqtiéncias esperada e observada de viruléncia associada
a todas as combinagdes de linhagens duas a duas em uma
série diferencial formada por 10 genétipos de sorgo (cinco
linhagens A e cinco linhagens R). As populacdes do paté-
geno foram também avaliadas através de um coeficiente de

associag@o de patogenicidade e de um coeficiente de asso-
ciagdo de viruléncia para cada combinacdo de linhagens.
Foram identificadas 15 combinacdes de linhagens para as
quais a viruléncia ndo se encontrava associada na populac@o.
Tais combinagdes s@o fontes para a obtengdo de resisténcia
durédvel a C. graminicola.

Palavras-chave: antracnose, patogenicidade, resistén-
cia durével.

ABSTRACT

Virulence association with genetic resistance in the sorghum anthracnose fungus Colletotrichum
graminicola

The virulence structure of the sorghum anthracnose
fungus Colletotrichum graminicola was analyzed in popula-
tions of the fungus sampled at three locations. Virulence
associations with combinations of two lines in a set of ten
sorghum genotypes (five A lines and five R lines), were
calculated. Virulence associations were also analyzed using

a pathogenicity association coefficient and a virulence asso-
ciation coefficient. Fifteen combinations with which viru-
lence was not associated in the population were identified
and represent potential sources for the development of dura-
ble resistance to C. graminicola.

INTRODUCAO

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum
graminicola (Ces. Wils.), € uma importante doenca a afetar
economicamente a cultura do sorgo no Brasil. A doenga
representa, na maioria das vezes, um sério problema em
regides mais quentes e umidas, embora perdas severas pos-
sam também ocorrer em dreas sujeitas a breves periodos de
chuva seguidos de seca prolongada (Frederiksen et al.,
1995).

No Brasil, a antracnose esta presente em todas as re-
gides de plantio de sorgo, podendo causar perdas significati-
vas a produgdo. A estratégia mais eficiente para o controle
desta doenca ¢ a utilizagdo de cultivares resistentes. O uso da
resisténcia genética €, entretanto, dificultada pela ocorréncia
de variabilidade na populagdo de C. graminicola conforme
documentado em varios trabalhos realizados tanto no Brasil,
quanto em outros paises onde a doenca esté presente (Casela
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et al., 1996; Cardwell et al., 1987; Cardwell et al., 1989;
Pande et al., 1991). Tal fato determinou a busca de alternati-
vas que permitissem a obtenc@o de cultivares de sorgo com
resisténcia de maior durabilidade a este patégeno. Uma alter-
nativa tem sido a identificac@o e sele¢do de gendtipos com
resisténcia dilatdria, expressa pela maior capacidade de se
retardar o desenvolvimento da doenca no campo (Guima-
raes, 1996). Uma outra alternativa tem sido a identificagio de
combinagdes de gendtipos de sorgo para os quais a viruléncia
ndo esteja associada na populagdo do patégeno. Esta identifi-
cacdo € realizada através da andlise da estrutura de viruléncia
(Vanderplank, 1984; Alexander e al., 1984) e pela identifi-
cagdo de associagdes de patogenicidade e de viruléncia no
patégeno (Browder & Eversmeyer, 1977; Lebeda, 1981). A
andlise da estrutura de viruléncia tem sido uma alternativa a
classificac@o dos isolados de um determinado patégeno em
ragas fisiolégicas de acordo com a reagdo apresentada por
uma série diferencial padrdo. Neste procedimento procura-se
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identificar situagdes em que a associagdo, em um genétipo
do hospedeiro, de dois ou mais genes de resisténcia imponha
limitagdes a capacidade adaptativa do patégeno dificultando
a associag¢@o, em um Unico individuo, dos fatores de virulén-
cia correspondentes. Linhagens A (macho-estéreis) e R (res-
tauradoras) podem ser cruzadas para a formagdo de hibridos
com resisténcia de alta durabilidade se a combinagéo dos
genes de viruléncia correspondentes for rara na populacdo do
patégeno. Foram j4 identificadas 21 combinacdes de linha-
gens de sorgo com baixos niveis de associacdes de viruléncia
em C. graminicola (Casela et al., 1996).

Este trabalho teve por objetivo obter informagdes so-
bre a variabilidade e estrutura de viruléncia de C. gramini-
cola e identificar combinagdes de gendtipos de sorgo poten-
cialmente efetivas para a obtencdo de resisténcia duravel a
este patdgeno, a partir de amostras de isolados obtidas de 3
areas de ocorréncia da doenga.

MATERIAIS E METODOS

Os isolados de C. graminicola foram obtidos a partir
de amostragens realizadas em Sete Lagoas (MG), Pelotas
(RS) e Jatai (GO), em plantas de populagdes hospedeiras
formadas por uma mistura, em partes iguais, de linhagens
elites do programa de melhoramento de sorgo da
EMBRAPA Milho e Sorgo. Esta mistura foi semeada em
4reas de aproximadamente 1000m? nos 3 locais acima cita-
dos.

Para a obten¢éo dos isolados, cada area foi subdividida
em 10 parcelas de 100m?, de onde foram coletados, ao acaso,
folhas de 5 a 6 plantas infectadas. Espécimens coletadas
foram desinfestadas superficialmente por dois minutos em
uma solucado de hipoclorito de sédio a 0,5% e plaqueadas em
meio de farinha de aveia - d4gar (FAA). As placas foram em
seguida incubadas sob luz fluorescente continua a uma tem-
peratura de 25 °C por sete dias. Apés este periodo, os coni-
dios foram coletados pela adi¢d@o de 10ml de dgua destilada
em cada placa, seguindo-se uma raspagem superficial do
meio com o auxilio de uma espétula. A suspens@o obtida foi
diluida em série até a concentragdo de 100 conidios/ml. Foi
feita, em seguida, a transferéncia de 1ml desta suspensdo
para uma placa de Petri contendo dgar — dgua a 2%, a qual foi
incubada por um periodo de 12 horas, nas condi¢des acima
descritas para a indu¢do de germinacgdo. Apés este periodo
foram obtidos os isolados monospdricos na propor¢do de um
para cada planta amostrada, num total de 50 isolados por
local.

Os isolados foram testados em uma série diferencial
formada por 5 linhagens macho-estéreis (A) e 5 linhagens
restauradoras (R). Estas linhagens foram também as compo-
nentes da mistura utilizada para a coleta dos isolados de C.
graminicola. As inoculagdes foram realizadas em casa de
vegetacdo, em plantas aos 28 dias apds a semeadura, utili-
zando-se uma concentragdo de inéculo de 10° conidios/ml,
com um pulverizador manual Uni-spray Mod. 2000. Foram
inoculados aproximadamente 10ml de suspensdo por vaso
com 5 plantas. Apds a inoculac@o as plantas foram colocadas
em cimara tmida por 18 horas, sendo em seguida transferi-
das para mesas, onde permaneceram até a época de avalia-
¢do, a uma temperatura de 25 — 30 °C. O delineamento expe-
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rimental utilizado foi o de blocos ao acaso com parcelas
subdivididas em 3 repeti¢cdes com os isolados nas parcelas e
cultivares nas subparcelas. Cada vaso com 5 plantas de uma
mesma cultivar constituiu uma subparcela.

A avaliagdo foi realizada aos 12 dias apds a inocula-
¢do, utilizando-se uma escala de notas com valores de 1 a 5
conforme Cardwell et al. (1989), como descrito a seguir:

1. presenga de pequenas pontuagdes necroticas;

2. presenga de pequenas manchas avermelhadas sem a pre-
senca de acérvulos;

3. lesBes necréticas, mas sem a presenca de acérvulos;

4. lesdes necréticas com a presenca de acérvulos no centro;
5. lesdes necréticas, coalescidas e com abundante produgdo
de acérvulos.

Foram consideradas duas classes de reagdes: resistente
(incluindo as notas 1, 2 e 3) e suscetivel (incluindo as notas 4
es).

A diversidade populacional de C. graminicola, nos trés
locais de amostragem, foi comparada através do indice de
Gleason (Groth & Roelfs, 1987) que reflete diferencas na
diversidade entre populagdes levando em consideragdo o
nimero de ragas identificadas e o tamanho das amostras. Este
indice € calculado pela férmula:

Ht=(r- 1)/In (N)

Onde r = o nimero de fenétipos distintos identificados e N =
o nimero de isolados na amostra.

Para se detectar a ocorréncia de associagdes de virulén-
cia em relag@o a duas linhagens quaisquer a e b da série
diferencial, os isolados foram separados em cada uma das
quatro possiveis categorias de viruléncia ou aviruléncia a
estas duas linhagens: VaVb: isolado virulento as linhagens a
e b; VaAb: isolado virulento a linhagem a e avirulento a
linhagem b; AaVb: isolado avirulento a linhagem a e viru-
lento a linhagem b; AaAb: isolado avirulento a linhagem a e
avirulento a linhagem b. Para a andlise dos dados calculou-se
a freqti€ncia de viruléncia, ou seja, a proporcdo de isolados,
em cada populagdo amostrada, com viruléncia a cada linha-
gem individualmente. Com base nestes dados calculou-se as
freqiiéncias esperada e observada, de cada uma das quatro
categorias de viruléncia e de aviruléncia acima descritas
(Alexander et al., 1984).

As freqiiéncias esperada e observada foram compara-
das através do teste de X2. Uma associagdo positiva de viru-
léncia ocorre quando os valores observados significativa-
mente excedem os esperados nas categorias VaVb e AaAb e
uma associag@o negativa ocorre quando os valores obser-
vados sdo significativamente inferiores aos esperados nas
mesmas categorias (Alexander et al., 1984; Vanderplank,
1984)

As associagdes de patogenicidade foram também ana-
lisada conforme Browder & Eversmeyer (1977). Para cada
combinacdo de linhagens quaisquer a e b da série diferencial
foi calculado um coeficiente de associagdo de patogenici-
dade (CAP) e um coeficiente de associagio de viruléncia
(CAV) como segue:

CAP = N° de Isolados AaAb + N° de Isolados VaVb/ N°
Total de Isolados

CAV=N°de Isolados VaVb/ N° Total de Isolados
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Valores de CAP e de CAV, muito préximos entre si,
indicam uma alta propor¢do de isolados na populagdo com
viruléncia associada as duas linhagens. Por outro lado um
alto CAP e um baixo CAV, indicam que a maioria dos
isolados na populacdo ndo possui viruléncia associada as
duas linhagens. Cruzamentos entre estas duas linhagens po-
derd resultar em hibridos ou linhagens com resisténcia de alta
durabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As freqiiéncias de viruléncia obtidas foram semelhan-
tes entre si nos trés locais amostrados. Observou-se, entre-
tanto, uma maior propor¢do de isolados com viruléncia a
linhagem CMS216 em Pelotas e Jatai em relacdo a Sete
Lagoas (Tabela 1). Uma maior diversidade fenotipica foi
observada em Sete Lagoas como demonstrado pelos valores
do indice de diversidade de Gleason que foram de 6,39 para
Sete Lagoas; 5,34 para Pelotas e de 4,20 para Jatai. A maior
diversidade observada na populacdo amostrada em Sete
Lagoas reflete, provavelmente, uma resposta do patégeno a
uma maior diversidade na populag@o do hospedeiro, dentro
da drea experimental da EMBRAPA Milho e Sorgo.

TABELA 1 - Freqiiéncia de viruléncia de Colletotrichum
graminicola a 10 linhagens de sorgo em
amostras coletadas em Sete Lagoas (MG),
Pelotas (RS) e Jatai (GO), em 1995.

Freqiiéncia de Viruléncia/Local
Cultivar

Sete Lagoas Pelotas Jatai
BRO09A 1,00 0,97 1,00
CMS210A 0,00 0,03 0,00
CMS215A 0,12 0,08 0,00
CMS216A 0,70 0,97 0,97
CMS217A 0,40 0,48 0,39
CMS178R 0,20 0,37 0,35
CMS179R 0,60 0,71 0,52
CMS180R 0,38 0,40 0,42
CMS181R 0,38 0,48 0,32
CMS182R 0,22 0,28 0,26

Considerando-se as combinagdes entre linhagens
macho-estéreis (A) e férteis (R), observou-se a ocorréncia de
associagdes positivas de viruléncia em relagdo as combina-
cdes CMS217A - CMSI181R em Pelotas e Sete Lagoas e
CMS217A - CMS179R e CMS217A - CMS182R, em Sete
Lagoas e Jatai. Cruzamentos entre estas linhagens ndo gera-
riam, provavelmente, hibridos de sorgo com uma resisténcia
de alta durabilidade, ja que viruléncia a estes gendtipos ja se
encontra altamente associada na populagdo. A viruléncia
esteve também positivamente associada em relagdo a combi-
nagdes entre as linhagens CMSI178R, CMSI179R,
CMS180R, CMS181R e CMS182R. Estas associagdes po-
dem ser explicadas por estas linhagens terem em comum o
progenitor BROOSR nos cruzamentos que lhes deram origem,
o que indica a possibilidade de terem genes de resisténcia em
comum. Poucas associa¢des negativas de viruléncia foram
observadas nas 3 populagdes. Este poucos casos foram, en-
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tretanto, inconsistentes entre locais e em rela¢@o a observa-
¢Bes de anos anteriores néo servindo como indicagdo para a
obtengdo de resisténcia durdvel.

Associagdes positivas de viruléncia t€ém sido obser-
vadas com freqiiéncia na populacdo de C. graminicola e
refletem uma alta capacidade adaptativa deste patdgeno con-
forme discutido por Lebeda (1981) e Alexander et al. (1984)
para outros patossistemas. Tal fato impde limites ao uso da
resisténcia vertical paia o manejo deste patégeno. De fato a
formag@o de piramides de genes de resisténcia vertical a C.
graminicola tem sido, em certos casos, de pouca eficiéncia
no manejo desta doenca devido a sua pouca durabilidade
(Cardwell et al., 1987). Associagdes positivas de viruléncia
podem ser também determinadas pela auséncia de recombi-
nagdo genética em patégenos de reprodugdo assexuada, co-
mo em C. graminicola. Nesta situag@o, um fator de virulén-
cia desnecessdrio pode ter a sua propor¢do aumentada na
populagdo por estar ligado a outro gene de viruléncia sob
pressdo de selegdo ou por estar associado a outros genes
responsdveis pela maior agressividade. A selecao, neste caso,
ndo estaria atuando diretamente sobre os genes desnecessa-
rios de viruléncia, mas sim sobre outros genes a eles asso-
ciados (Alexander et al., 1984; Brown & Wolfe, 1990;
Brown, 1995).

Apesar da alta diversidade observada em C. gramini-
cola existem limites a capacidade de adaptagdo do patégeno
a resisténcia genética do hospedeiro. A alta resisténcia da
linhagem CMS210A a este patégeno vem se mantendo esta-
vel ao longo dos dltimos anos. Situagdo semelhante se obser-
va em relacdo a linhagem BROOSR, cuja resisténcia tem sido
amplamente utilizada no programa de melhoramento de sor-
go desde 1975 (ndo publicado). Conforme observado pelos
autores ragas com viruléncia associada a esta linhagem e a
linhagem BROO8A nZo tém sido detectadas ou tém ocorrido
em baixa propor¢do ao longo dos tltimos anos, o que indica
uma perda em agressividade quando o patdgeno associa, em
um unico individuo, viruléncia a estas duas linhagens.

A selecdo de combinagdes de linhagens de sorgo, atra-
vés dos coeficientes de associagdo de patogenicidade e de
viruléncia, oferece uma alternativa como estratégia para o
obtengdo de resisténcia durdvel a C. graminicola. Quinze
combinagdes de linhagens com altos valores de CAP e
baixos valores de CAV foram identificadas nos trés locais
amostrados. Estas combinagdes envolveram as linhagens
macho-estéreis CMS210A e CMS215A (Tabela 2). Os resul-
tados obtidos com a linhagem CMS210A, confirmam obser-
vacdes anteriores a respeito do potencial deste gendtipo co-
mo fonte de resisténcia durdvel a C. graminicola (Casela ef
al.,1996). As combinagdes com as linhagem CMS215A tam-
bém apresentaram-se promissoras como fontes de resisténcia
a C. graminicola, quando em combinacdo com linhagens
restauradoras. A combinag@o, em um mesmo genétipo, de
dois ou mais genes de resisténcia para os quais a viruléncia
ndo se acha associada na populagdo, determina uma resistén-
cia mais dificil de ser superada pelo patégeno. Quanto maior
a desvantagem para o patdgeno antes da introdugéo de deter-
minada resisténcia, menor a frequéncia dos fatores de viru-
l€ncia correspondentes, 0 que determina um atraso no seu
estabelecimento na populagdo (Gale, 1987).
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TABELA 2 - Coeficientes de associacao de patogenicidade (CAP) e de viruléncia (CAV) de Colletotrichum graminicola
a 15 combinagdes de linhagens elites de sorgo, estimados em 3 populacdes do patégeno amostradas em
Sete Lagoas (MG), Pelotas (RS) e Jatai (GO), em 1995.

Sete Lagoas Pelotas Jatai
Linhagens

CAP CAYV CAP CAV CAP CAV
CMS210A x CMS215A 0,88 0,00 0,94 0,03 1,00 0,00
CMS210A x CMS216A 0,30 0,00 0,30 0,00 0,30 0,00
CMS210A x CMS217A 0,60 0,00 0,48 0,00 0,52 0,00
CMS210A x CMS178R 0,80 0,00 0,60 0,00 0,55 0,00
CMS210A x CMS179R 0,40 0,00 0,31 0,03 0,30 0,00
CMS210A x CMS180R 0,62 0,00 0,57 0,00 0,48 0,00
CMS210A x CMS181R 0,62 0,00 0,45 0,00 0,58 0,00
CMS210A x CMS182R 0,78 0,00 0,69 0,00 0,64 0,00
CMS215A x CMS216A 0,42 0,12 0,11 0,09 0,03 0,00
CMS215A x CMS217A 0,60 0,10 0,43 0,00 0,52 0,00
CMS215A x CMS178R 0,80 0,06 0,66 0,06 0,55 0,00
CMS215A x CMS179R 0,43 0,00 0,23 0,03 0,39 0,00
CMS215A x CMS180R 0,61 0,08 0,49 0,00 0,48 0,00
CMS215A x CMS181R 0,54 0,06 0,40 0,00 0,58 0,00
CMS215A x CMS182R 0,78 0,06 0,63 0,00 0,64 0,00

O hibrido experimental CMS376, em fase de lanca-
mento, ¢ resultado do cruzamento entre as linhagens
CMS210A ¢ CMS178R, para as foram encontrados altos
valores de CAP e baixos de CAV nos 3 locais amostrados. A
alta resisténcia apresentada por este hibrido em observagdes
de campo em diferentes locais (Santos, comunicagdo pes-
soal) confirmam as previsdes feitas com base nos resultados
do presente trabalho.
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