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RESUMO GERAL

SILVA, Dagma Dionisia da. Resisténcia de hibridos de sorgo e diversidade
de Colletotrichum sublineolum. 2009. 175 p. Tese (Doutorado em
Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

O principal entrave para a continua expansdo da cultura do sorgo
(Sorghum bicolor) no Brasil ¢ a antracnose (Colletotrichum sublineolum Henn.),
a mais severa doenca dessa cultura, que esta disseminada em todas as regides
produtoras de sorgo no pais. O conhecimento da diveridade do patégeno e da
reagdo a doenga, de hibridos, em diferentes locais, pode ajudar no adequado
manejo dessa doenga. Os objetivos deste trabalho foram caracterizar a
diversidade de C. sublineolum em locais de ocorréncia de severas epidemias da
doenca, identificar hibridos com resisténcia a essas populagdes e combinagdes
entre hibridos que possam ser utilizados em estratégias de manejo da doenga no
Brasil. Quinze hibridos de sorgo foram avaliados quanto a reagdo a C.
sublineolum em cinco locais. Alta resisténcia em campo foi observada nos
hibridos Volumax, DAS740, 735005 ¢ 1G150, em todos os locais. A inoculacao
dos hibridos com 158 isolados permitiu identificar 121 racas do patdgeno.
Utilizaram-se coeficientes de associagdo de patogenicidade (CAP) e de
viruléncia (CAV), para verificar a ocorréncia de dissociacdo ou associagdo de
viruléncia a essas combinagdes. Os hibridos Volumax, DAS740 e a linhagem
SC283 apresentaram o maior nimero de combina¢des com dissociagdo de
viruléncia de acordo com CAP e CAV. A estrututra populacional e a distribuigdo
de C. sublineolum foram analisadas por meio de trés indices de diversidade
fenotipica, de um indice de complexidade e por diversidade genética. Maiores
diversidade e complexidade foram verificadas em Sete Lagoas. Cinquenta e
quatro gendtipos de C. sublineolum foram identificados por meio de marcador
ISSR. Nio houve relagdo entre ragas de C. sublineolum, viruléncia em plantas e
marcadores ISSR utilizados. O agrupamento dos isolados por origem geografica
foi observado.

*Comité orientador: Hilario Antonio de Castro — UFLA (orientador), Carlos
Roberto Casela — Embrapa/ Milho e Sorgo (coorientador).



ABSTRACT

SILVA, Dagma Dionisia da. Resistance of sorghum hybrids and diversity of
the Colletotrichum sublineolum. 2009. 175 p. Tese (Doctorate in Plant
pathology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG*.

The increase in cropped sorghum (Sorghum bicolor) in Brazil is
hampered by anthracnose (Colletotrichum sublineolum Henn.), the most severe
sorghum disease, which is disseminated throughout growing fields in the
country. The knowledge of pathogen diversity and the reaction of hybridis to the
disease in different areas can help in the disease suitable management. The
objective of this work was to characterize the diversity of C. sublineolum
populations in areas where severe epidemics occur, to identify hybrids with
resistance to those populations and to identity sorghum hybrid combinations able
to control the disease in different areas of Brazil. Fifteen sorghum hybrids were
evaluated for the reaction to C. sublineolum in five areas. Higher field resistance
was observed in Volumax, DAS740, 735005 and 1G150 hybrids throughout the
studied sites. Thehybrid inoculation with 158 isolates allowed to identity 121
races of the pathogen. Coefficients of pathogenicity associations (PAC) and
virulence associations (VAC) were used to verify the occurrence of virulence
dissociation or association to those combinations. According to the CAP and
CAYV the Volumax and DAS740 hybrids and the SC283 line showed the higher
number of combinations with virulence dissociation. The population structure
and distribution of C. sublineolum in five areas were analyzed through three
phenotypic diversity indexes and through molecular markers. The highest
diversity and complexity were verified in Sete Lagoas. Fifty four genotypes of
C. sublineolum were identified through ISSR marker. No association between
races of the pathogen and virulence in plants was verified with the molecular
markers. The clustering of isolates with geographic origin was observed.

*QGuidance comitee: Hilario Antdnio de Castro—-UFLA (Advisor), Carlos
Roberto Casela — Embrapa/ Milho e Sorgo (Co-advisor).
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CAPITULO 1



1 INTRODUGAO GERAL

O aumento em produgdo, na cultura de sorgo no Brasil, foi determinado
pela intensificacdo e modificacdo nos sistemas de cultivo deste cereal e pelos
avangos obtidos no melhoramento genético, com a geragdo de cultivares de alta
produtividade. A cultura expandiu-se para uma area acima de um milhdo de
hectares em 2003, sendo uma importante op¢do, como segunda safra, nas regides
sudeste e centro-oeste. Dados recentes mostram que houve incremento de
236,36% na producdo nos ultimos dez anos, desde a safra de 1999/2000 que foi
de 781,4 mil toneladas, até¢ 1.846,9 mil toneladas estimados para a safra de
2008/2009. Nesse mesmo periodo, a area plantada no pais passou de 543,2 para
815,2 mil hectares, correspondendo a um aumento de 150,7% e a produtividade
passou de 1.439,0 para 2.266,0 kg/ha, o que reflete em aumento de 157,47%
(Companhia Nacional de Abastecimento-CONAB, 2009).

O sorgo ¢ o quinto cereal mais importante no mundo em termos de
producdo e area plantada (Food and Agriculture Organization of the United
Nations-FAO, 2009) e, com um genoma menor que o do milho, ¢ um importante
modelo para gramineas tropicais, sendo fonte de alimentagdo, nutri¢do,
combustivel e fibras em diversos ambientes e sistemas de producdo (Perumal et
al., 2009).

Dentre os fatores que limitam a expansdo da cultura no pais estdo as
doengas, algumas das quais podem causar perdas significativas a produgdo de
graos e de forragem, dependendo da suscetibilidade da cultivar e de condicdes
ambientais favoraveis a sua ocorréncia e disseminacdo. Entre elas, as mais
importantes sdo a antracnose (Colletotrichum sublineolum Henn.), a ferrugem
(Puccinia purpurea Cooke), o mildio (Peronosclerospora sorghi (Weston &
Uppal) C. G. Shaw), a helmintosporiose (Exserohilum turcicum(Pass.) Leonard



& Suggs) ¢ a doenca acucarada ou ergot (Claviceps africana Frederiksen,
Manthe & De Milliano) (Casela et al., 1997).

Ha, nas vérias regides de plantio de sorgo, condigdes particularmente
favoraveis a ocorréncia da antracnose, a principal e mais devastadora doenca
desta cultura, devido nao apenas as condigdes ambientais adequadas a
ocorréncia de severas epidemias, como também a alta variabilidade apresentada
pelo patdégeno. Ragas de alta viruléncia ja foram identificadas em varias regioes
do pais, o que indica a necessidade de um continuo monitoramento da populagdo
local do patogeno (Casela et al., 1996, 1997, 2001; Valério et al., 2005; Silva et
al., 2008).

O controle desta doenga ¢ considerado prioritario pela inddstria de
producdo de sementes, j4 que ela pode causar perdas superiores a 80% na
produtividade, além de esterilidade parcial de paniculas e afetar drasticamente a
qualidade da semente produzida. O seu controle ¢ também essencial como
suporte a continua expansdo da area de plantio com a cultura. O uso de
cultivares resistentes ¢ a melhor forma de controle da doenga. Porém, a
variabilidade apresentada por C. sublineolum representa um entrave para os
trabalhos de melhoramento genético visando a obtengao de cultivares resistentes,
devido a possibilidade de quebra da resisténcia pelo surgimento de novas formas
de viruléncia do patégeno que se adaptam as variedades e hibridos comerciais
(Casela & Ferreira, 1987; Guimaraes et al., 1999). A identificacdo de resisténcia
em hibridos comerciais ¢ em fase de melhoramento, em diferentes regides, ¢é
uma etapa imprescindivel diante da alta variabilidade deste patdogeno.

Aliado a esse conhecimento, a obtengdo de informacgdes sobre a estrutura
populacional do patéogeno por meio de viruléncia em plantas e analise molecular
pode ajudar a esclarecer fatores que levam a alta variabilidade em C.
sublineolum. Este tipo de informagfo ¢ importante para programas de

melhoramento e também para a definicdo de estratégias de manejo da doenga,



que permitam o melhor aproveitamento dos genes de resisténcia e maior
durabilidade da resisténcia.

Este trabalho foi realizado com os objetivos de identificar hibridos de
sorgo com alto nivel de resisténcia a populagdes de C. sublineolum de diferentes
locais no Brasil, identificar combinagdes de hibridos para as quais a viruléncia
encontra-se dissociada e que posssam ser usadas na validacdo de estratégias de
manejo da resisténcia e caracterizar popula¢des de C. sublineolum por meio da

avaliagdo da estrutura de viruléncia e da diversidade genética.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O hospedeiro (Sorghum bicolor (L.) Moench)

O sorgo (familia Gramineae) ¢ uma planta andromonoica, basicamente
autdogama, com taxa de polinizagdo cruzada em torno de 5% que ocorre,
principalmente, pelo vento. Sua origem estd, provavelmente, na Africa Central,
na regido da Etiopia e Suddo, entre 5 e 7 mil anos atrds ou mais, de onde se
propagou por varios paises, levado por nativos que migravam. O testemunho
histérico mais antigo aparece em uma escultura no palacio de Sena Querib, em
Ninive, Assiria, 70 a.C. Segundo Pinho & Vasconcelos (2002), o sorgo teria,
para os povos africanos, a mesma importancia que o milho para os americanos.

A planta ¢ utilizada na alimenta¢do humana e faz parte do preparo de
alimentos so6lidos e liquidos de diversos tipos, sendo fonte de energia na
alimentagdo de 700 milhdes de pessoas nos tropicos semidridos do mundo,
principalmente Asia e Africa. No Ocidente, onde foi introduzida em meados do
século XIX, a utilizagdo do sorgo era basicamente como substituto do milho no
preparo de racdo animal. Apesar de ser uma cultura antiga, seu desenvolvimento
como cultura agricola ocorreu no final do século XIX, quando foi introduzida
nos EUA, trazida por escravos. Apds longo periodo de adaptacdo, varias
experiéncias e trabalhos de melhoramento foram realizados, visando atender as
novas modalidades de utilizacdo e métodos culturais diferentes. Dessa forma, foi
nos EUA que, por meio do melhoramento genético de cultivares antigas,
chegou-se aos diferentes tipos cultivados hoje (Ruas et al., 1988; Guimaraes et
al., 1999; Pinho & Vasconcelos, 2002).

Trés tipos de sorgo sdo cultivados no Brasil: o granifero, o forrageiro e o
tipo vassoura. O uso de hibridos de elevada qualidade e produtividade fez com

que o sorgo se transformasse em cultura de grande expressdo na alimentagdo



animal. O sorgo vassoura, de porte mais alto, colmos finos e paniculas
apresentando caracteristicas especiais, torna-o adequado para a produgdo de
vassouras. O sorgo granifero ¢ utilizado para alimentagdo humana e animal na
fabricacdo de ragdes e apresenta valor nutricional similar ao do milho. Na
industria, o sorgo granifero ¢ utilizado para a produg¢do de amido, farinha,
cerveja, cera, 6leo comestivel e, ainda, pode ser misturado com o trigo na
fabricacdo de pdo e massas. O sorgo forrageiro ¢ bastante plantado no sul de
Minas Gerais e no Vale do Paraiba, em Sio Paulo (Pinho & Vasconcelos, 2002;
Santos et al., 2005).

A cultura ¢ mais plantada em sucessdo a soja, nos estados da regido
centro-oeste e como cultura de verdao no Rio Grande do Sul. Na regido nordeste,
tem se sobressaido nos estados do Rio Grande do Norte, Ceard, Maranhdo,
Bahia e Pernambuco, onde é uma cultura viavel por possuir a capacidade de ser
resistente ao estresse hidrico (Guimardes et al., 1999; Pinho & Vasconcelos,
2002).

Os paises que mais se destacam na producdo mundial sfo Estados
Unidos, India, Nigéria, México e Suddo, responsiveis por 75% do total
produzido. Outros paises, como Argentina, Etiopia, Austrdlia e Burkina,
possuiam produgdo pelo menos duas vezes maior que a brasileira em 2000.
Além disso, paises como a Argentina e México adotam politica de substituigdo
ao milho, ficando o milho excedente destinado a exportagdo (Pinho &
Vasconcelos, 2002), o que os torna concorrentes do Brasil neste setor.

A planta se adapta a uma ampla variacdo de ambientes e, mesmo sob
condicdes desfavoraveis, produz bem, o que ndo ocorre com a maioria dos
outros cereais (Magalhdes et al., 2000). Esta ampla variacdo de ambientes aos
quais a cultura se adapta torna o Brasil um produtor potencial de sorgo,
podendo, inclusive, passar a exportador, dadas a grande extensdo territorial do

pais e a diversificagdo edafoclimatica favoravel em todo o seu territorio.



O sorgo esta substituindo o milho na formulacdo de ra¢do animal nos
periodos que antecedem a safra de milho, quando a produgdo ¢ escassa. Isso
ocorre porque o ciclo da cultura do sorgo é menor em relagdo ao milho, podendo
ser colocado nas industrias neste periodo, o que evita o aumento do prego das
ragdes e, consequentemente, o preco final de frango e carnes em geral. Além
disso, a palatibilidade ndo ¢ alterada e os problemas com teores de tanino
(composto polifendlico) foram resolvidos pelo desenvolvimento de graos que
apresentam um melhor tipo de amido, com baixos teores ou sem tanino. A
comercializacdo de grios de sorgo com tanino corresponde a 4% do sorgo
granifero e, em todo o mundo, de 50% a 60% dos sorgos ndo tém tanino
(Magalhaes et al., 2000; Pinho & Vasconcelos, 2002).

A capacidade do sorgo de se adaptar a regides onde ocorre menor
volume de chuvas faz com que a cultura possa ser utilizada nas regides do
semiarido nordestino e norte-mineiro. Apesar de essa possibilidade ganhar
espaco, seu cultivo ainda ¢ maior no centro-oeste, onde os produtores ndo
arriscam plantar o milho no periodo mais seco e no sul do pais (Pinho &

Vasconcelos, 2002).

2.2 O patdgeno (Colletotrichum sublineolum Henn.)

Colletotrichum sublineolum Henn. era considerado uma forma diferente
da espécie Colletotrichum graminicola (Ces.) G. W. Wilson que atacava milho,
sorgo e outras gramineas. No entanto, Sutton (1968), baseando-se em diferengas
na morfologia do apressorio de isolados de milho e isolados de sorgo, propds a
existéncia de duas espécies diferentes e passou a considerar a espécie de milho
como C. graminicola e a espécie de sorgo como C. sublineolum. Esta diferenca
foi evidenciada por analise de isoenzimas, DNA e sequenciamento de rDNA
(Vaillancourt & Hanau, 1992; Sherriff et al., 1995; Horvarth & Vargas Junior,
2004).



O fungo produz acérvulos de coloragdo escura e¢ formato oval a
cilindrico, com setas de coloracdo escura e que sdo encontradas, normalmente,
no centro das lesdes. Os acérvulos se formam na epiderme e nas cavidades
subepdérmicas de ambas as superficies das folhas e colmos. Os conidioforos sdo
produzidos em grande quantidade no interior dos acérvulos e sdo eretos, hialinos
e ndo septados. Os conidios sdo produzidos sobre os conidiéforos, nao
apresentam septos e sdo falciformes (Casela & Ferreira, 1998). A producao de
conidio oval foi relatada por Panaccione et al. (1989). Conidios ovais com dois
nucleos representaram 30% da populagdo e conidios ovais com trés e quatro
nucleos, menos de 10%. A producdo de conidios multinucleados indica que a
heterocariose pode ser um processo que contribui para a variabilidade deste
patogeno (Casela & Frederiksen, 1994). Mais recentemente, Souza-Paccola et al.
(2003), avaliando a ocorréncia de recombinagao genética neste fungo, relataram
que todos os isolados produziram conidios ovais em meio liquido. Heterocarions
foram obtidos utilizando-se esse tipo de conidio que, segundo os autores,
representam uma ferramenta util em trabalhos sobre genética de C. sublineolum.

C. sublineolum pode sobreviver por periodos prolongados como micélio
em restos de cultura na superficie do solo (até 18 meses) e sementes infectadas.
Nas sementes, o fungo pode sobreviver por trés anos ou mais, sob condi¢des de
armazenamento em baixa temperatura e por até dois anos em temperatura
ambiente. Espécies selvagens de sorgo e outras espécies hospedeiras, como
capim-arroz (Echinochloa colonum), também sdo fonte primaria de indculo e os
conidios produzidos disseminam-se pelo vento e chuva. A producdao de
esclerécios em colmos secos, em cultivares suscetiveis, também permite ao
patdégeno sobreviver na auséncia do hospedeiro (Warren, 1986; Ali & Warren,

1992; Casela & Frederiksen, 1993; Casela & Ferreira, 1998).

2.3 Variabilidade em Colletotrichum sublineolum Henn.



A variabilidade em C. sublineolum foi demonstrada, pela primeira vez,
por Harris & Johnson, em 1967, quando os autores verificaram variagdes no
grau de resisténcia entre as cultivares de sorgo Wiley, Dwarf Lahore, Dobbs,
Mygabash, Framinola, P. 1.267340 ¢ MN960. Apds o trabalho de Harris &
Johnson (1967), varios outros mostraram a variagdo em viruléncia dos isolados
utilizando séries diferenciais de sorgo como marcadores e, dessa forma, varios
isolados foram separados em ragas em experimentos de casa de vegetacdo e em
campo (Harris & Sowel, 1970; Frederiksen & Rosenow, 1971; Pastor-Corrales
& Frederiksen, 1978; Rosewich et al., 1998; Mathur et al., 2001; Casela et al.,
2004; Valério et al., 2005; Silva et al., 2008).

No Brasil, a existéncia de ragas fisiologicas de C. sublineolum foi
demonstrada, pela primeira vez, por Nakamura (1984), citado por Casela &
Frederiksen (1994), quando cinco racas foram identificadas com base na reagdo
diferencial de cinco cultivares de sorgo a isolados do patéogeno obtidos de
plantas infectadas de diferentes regides do pais. Sete ragas foram posteriormente
identificadas, tendo por base a reagdo diferencial de doze cultivares de sorgo
(Ferreira & Casela, 1986). Criou-se, entdo, um sistema para a classificacdo de
ragas de C. sublineolum, que foi desenvolvido com base na reagdo de nove
cultivares de sorgo selecionadas a partir da série diferencial utilizada por Casela
& Ferreira (1998). Neste sistema, as cultivares BR0O08, BR005 e CMSXS136
permitiram separ as ragas do patdogeno em oito grupos principais, enquanto 0s
demais genotipos caracterizaram 32 ragas dentro de cada grupo. Foi possivel
diferenciar 13 ragas adicionais em 210 culturas monospdricas coletadas em
diferentes regides do pais, entre 1985 e 1987 (Casela & Ferreira, 1987).

Em trabalhos mais recentes, Casela et al. (2004), Valério et al. (2005) e
Silva et al. (2008) identificaram 75, 22 e 70 ragas, de um total de 314, 34 ¢ 289
isolados monospéricos avaliados, respectivamente. No primeiro trabalho, 45

ragas foram identificadas em cada ano e 16 delas foram comuns em dois anos de



coleta. Dezesseis ragas corresponderam a 68% do total de isolados testados e
somente quatro delas foram detectadas em todos os anos ¢ locais, tendo a raga
mais comum representado 9,55% de todos os isolados.

Respostas a selecdo direcional imposta por cultivares hospedeiras
geneticamente resistentes ja foram obtidas nas condigdes brasileiras. De fato,
variedades como Brandes, Theis, Rio e Wray, que foram inicialmente resistentes
a antracnose quando introduzidas no pais em 1987, tornaram-se suscetiveis
quando novas ragas do fungo apareceram apos 1987 (Mathur et al., 2003).

Casela et al. (2001), avaliando racas do patdégeno, com diferentes graus
de complexidade quanto a viruléncia, mostraram que isolados da raga
denominada 30A foram predominantes em relacdo a raca denominada 31E, de

maior grau de complexidade, indicando haver diferencas na capacidade

competitiva entre ragas do patogeno.

2.4 Utilizacdo de marcadores moleculares para andlise da variabilidade em
C. sublineolum

Os trabalhos sobre a variabilidade de C. sublineolum baseiam-se na
viruléncia (reacdo a doenga) e na agressividade (severidade), verificadas por
meio da utilizagdo de uma série diferencial de cultivares que respondem
diferentemente a doencga foliar (White et al., 1987; Mathur et al., 2003). Segundo
Rosewich et al. (1998), o nimero de diferenciadoras utilizadas ¢ fator limitante a
identificacdo adequada da amplitude da variacdo entre os isolados e os dados
nao podem ser comparados, devido ao fato de ndo haver uma série diferencial
uniforme a todos os pesquisadores. Por esse motivo, cada trabalho fica limitado
as diferenciadoras utilizadas, ndo havendo o conhecimento real da variabilidade
do patégeno em todas as regides produtoras. A utilizagdo de marcadores

moleculares pode ajudar na solugdo desse problema, considerando que permite
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uma analise direta, sem que o genoma sofra influéncia do ambiente (Talamini et
al., 2000).

Marcadores moleculares sdo utilizados em analise genética de varias
situagdes, como identificagdo de clones, linhagens, hibridos, cultivares,
paternidade, estimativa de diversidade, fluxo génico, taxa de cruzamento,
parentesco e constru¢do de mapas genéticos (Buso et al., 2003).

A utilizacdo de marcadores RAPD em isolados de C. sublineolum
obtidos na Africa, Estados Unidos, India e Porto Rico indicou alta variabilidade
e caracteristicas baseadas na regido geografica. Maior homogeneidade foi
observada na populagdo de Porto Rico e pode ter sido determinada pelo
isolamento geografico do pool génico neste local (Guthrie et al., 1992). Valério
et al. (2005) avaliaram a diversidade deste patdégeno por meio de viruléncia e
marcadores RAPD e RFLP. Nido foi observada correlacdo entre as ragas,
classificadas por meio de viruléncia, e os agrupamentos genéticos obtidos pelos
marcadores moleculares. Em todas as regides, a diversidade por meio de
viruléncia foi maior que aquela gerada por marcadores, mas houve tendéncia de
agrupamento dos isolados de acordo com a regido geografica, indicando a
existéncia de barreiras fisicas ou bioldgicas que limitam o fluxo génico entre
populagdes.

Segundo Rosewich et al. (1998), o conhecimento da composi¢ao
genética da populagdo do patdogeno seria uma ferramenta de auxilio para
determinar se a resisténcia serd quebrada, caso possa ser associada a mudangas
na estrutura genética da populagdo do patogeno. Amostras da linhagem
parcialmente resistente, SC326-6, usada como genitor em programas de
melhoramento genético visando resisténcia a antracnose € que se manteve
resistente em algumas areas por mais de 10 anos, resultaram em trés ragas
diferentes, quando avaliados 140 isolados obtidos dessa linhagem. A busca por

marcadores que possibilitem a associacdo entre marcadores moleculares e
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viruléncia, na interagdo sorgo-C. sublineolum, ¢ necessaria e pode possibilitar a
piramidac@o de genes de resisténcia a diferentes ragas, como ja observado na
interagdo feijoeiro-C. lindemuthianum (Mesquita et al., 1998; Ferreira et al.,
1999).

Em sorgo, a utilizagdo de marcadores microssatélites permitiu a
separagdo de isolados de Peronosclerospora sorghi de outras espécies
causadoras de mildio em milho (P. maydis e P. philippinensis), cana-de-agucar
(P. sacchari), milheto (Sclerospora graminicola) e roseira (Peronospora sparsa)
e identificar variabilidade entre dezenove isolados de P. sorghi. Segundo os
autores, a técnica de microssatélites pode ser utilizada para formular estratégias
de melhoramento visando a resisténcia a populagdes locais do patégeno e para
monitorar a emergéncia de novas ragas virulentas (Perumal et al., 2008).

Outro tipo de marcador baseado nas repeticdes microssatélites € o ISSR
(sigla para o inglés inter-simple sequence repeat), um marcador dominante que
amplifica entre sequéncias microssatélites utilizando um unico primer, composto
por uma sequéncia repetida e ancorada com dois a quatro nucletideos em uma
das extremidades (Zietkiewicz et al., 1994; Caixeta et al., 2009).

Por meio de ISSR e RAPD, oito grupos de isolados endofiticos do
género Colletotrichum, amostrados em doze espécies florestais foram erificados.
Os autores concluiram que as populacdes de Colletotrichum eram altamente
variaveis em termos genéticos € mostravam pouca ou nenhuma evidéncia de
clonabilidade e auséncia de especificidade ao hospedeiro (Lu et al., 2004). A
avaliagdo da estrutura populacional de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, agente
etiolégico da murcha-de-grao-de-bico, por meio de ISSR, também permitiu
identificar um alto nivel de variabilidade entre isolados. Neste trabalho,
marcadores RAPD também foram utilizados, porém, marcadores tipo ISSR
foram mais informativos, devido a um maior polimorfismo identificado entre os

isolados (Bayraktar et al., 2008). No fungo entomopatogénico Beauveria
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bassiana, esta técnica permitiu a diferenciagdo entre espécies e uma associagdo
com a origem geografica (Wang et al., 2005) e, em alguns casos, associagao
entre isolados similares do fungo com insetos nos quais o fungo foi amostrado
(Takatsuka , 2007).

Estes trabalhos mostraram que um grande niimero de informagdes sobre
populacdes de patogenos € obtido por meio de marcadores moleculares € podem
ajudar a esclarecer fatores que influenciam a variabilidade entre isolados e entre
regides. Esse tipo de conhecimento pode ser uma ferramenta 1til para definigdo

de estratégias que aumentem a durabilidade da resisténcia.

2.5 A doenca

A antracnose esta presente em todas as regides de plantio de sorgo no
Brasil e é favorecida por condigdes de alta umidade e temperatura, embora
regides com breve periodo de chuva, seguido por seca prolongada, também
estejam sujeitas a ocorréncia de epidemias severas (Casela & Frederiksen, 1994;
Casela et al., 1998).

A doenga se expressa em trés fases: antracnose foliar, podriddo do colmo
e antracnose da panicula. A fase foliar pode ocorrer em qualquer estddio de
desenvolvimento da planta, aparecendo, normalmente, a partir do inicio de
desenvolvimento da panicula e tem como sintoma a produgao de lesoes elipticas
a circulares, medindo até 5 mm de didmetro. No centro dessas lesdes, a
coloracdo caracteristica ¢ palha, com margens avermelhadas, alaranjadas ou
castanhas, que variam com a cultivar. Sob condi¢des ideais, as manchas
aumentam em quantidade e coalescem, cobrindo toda a folha. No centro das
lesdes, formam-se numerosos acérvulos que permitem identificar a doenga no
campo. Ocorre, ainda, uma massa de conidios entre as setas que ddo a lesdo uma

coloragdo creme (Casela & Ferreira, 1998).
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O aparecimento de lesGes na nervura central pode ocorrer
independentemente da presenca ou ndo da infec¢do foliar. Sdo sintomas de
antracnose nas nervuras, lesdes elipticas a alongadas, de coloragdo avermelhada,
purpura ou negra, sobre as quais se formam acérvulos em grande quantidade.
Quando aparecem sintomas foliares juntamente com os sintomas nas nervuras,
os danos da doenca podem ser maiores em relagdo aos sintomas isolados (Casela
& Ferreira, 1998).

Na panicula, os sintomas sdo caracterizados por lesdes formadas abaixo
da epiderme e t€m, inicialmente, um aspecto encharcado e que, com o tempo,
adquire coloragdo cinza a purpura-avermelhada. O seccionamento da panicula
possibilita a verificagdo de areas de uma cor castanho-avermelhada alternadas
com areas esbranquicadas. Nas paniculas, a esporulacdo pode ocorrer na raque,
nas ramifica¢des primarias, secunddrias e terciarias, nas glumas e nas sementes.
Paniculas de plantas infectadas apresentam tamanho reduzido, menor peso e
amadurecimento precoce. Em situacdes de ataque severo, pode ocorrer
esterilidade parcial. As plantas com antracnose da panicula podem originar
sementes infectadas que ndo germinam ou dao origem a plantulas doentes. Os
conidios que causam a antracnose da panicula sdo produzidos durante a fase
foliar (Casela & Ferreira, 1998).

A podriddo do colmo ocorre, geralmente, em plantas adultas. E também
causada por conidios produzidos na fase foliar da doenga. A agua de chuva ou
da irrigagcdo leva os conidios até a bainha das folhas e estes, ao germinarem,
penetram o pedinculo ou a panicula, causando podriddo no colmo de onde a
doenca se estende para a panicula (Casela & Ferreira, 1998).

Caracteriza-se a podriddao do colmo pela formacdo de cancros que
apresentam areas mais claras, circundadas por pigmentos da planta hospedeira.
As lesdes ocorrem no tecido internodal, principalmente no peduinculo e podem

se apresentar de forma continua ou em forma de manchas isoladas. Devido ao
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crescimento do fungo nos tecidos vasculares, o movimento da agua e de
nutrientes € prejudicado, o que faz com que haja um pobre desenvolvimento de
panicula e graos (Casela & Ferreira, 1998). A infeccdo do colmo, segundo os
mesmos autores, resulta em perdas e reducdo consideravel na produgdo de graos
e de forragem. A antracnose causa perdas diretas e indiretas na producao que
variam entre regides, cultivares e, principalmente, condig¢des climaticas.

As perdas indiretas de graos causadas pela doenca sdo o resultado da
reducdo da germinagdo das sementes e da transmissdo da doenca para novas
regides geograficas. A reducdo da massa, a densidade e o aborto das sementes
sd0 os fatores mais importantes na queda da produgdo. A seca prematura de
folhas e a desfolha podem reduzir a produgdo de grios e forragem em 30% a
50% ou mais, para cultivares suscetiveis, durante epidemias severas (Harris &

Sowel, 1970; Pande et al., 1994; Casela & Ferreira, 1998).

2.6 Controle de doencas por meio da resisténcia genética

Existem varias medidas para promover a prote¢do de plantas contra
patdgenos e, dentre elas, a resisténcia genética € a mais desejavel, pois combina
algumas vantagens, como a diminui¢do do uso de defensivos, evitando a
poluicdo do ambiente e ser uma tecnologia que ndo onera os custos de producao,
j& que as sementes de um hibrido resistente possuem o mesmo valor comercial
de um suscetivel. No entanto, a resisténcia nem sempre ¢ duravel e existe a
dificuldade de se saber até quando ela se mantera, ap6s a liberacao do hibrido no
mercado.

Considera-se a resisténcia como durdvel quando uma cultivar
amplamente plantada em ambiente favoravel mantém-se resistente a um
determinado patdégeno por um longo periodo de tempo (Crute & Pink, 1996;
Adugna, 2004). Por este motivo, a eficiéncia das estratégias de controle de

doengas de plantas depende da capacidade de manejo da variabilidade da
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populagdo local do patégeno e da necessidade de adaptagdo de medidas de
controle para patégenos de alta variabilidade (Andrivon & Vallavieille-Pope,
1995).

O melhoramento das culturas agronomicamente importantes beneficia os
produtores por meio do comércio de produtos com melhor qualidade. Dessa
forma, grandes extensdes de variedades uniformes sdo plantadas, o que favorece
a ocorréncia de epidemias severas. Isso porque, apds um periodo de intenso uso
de uma cultivar resistente, a sele¢do direcional em favor de ragas virulentas
determina a quebra da resisténcia, completando o chamado ciclo boom and bust.
Aliado a isso, o uso de pais em comum, muitas vezes suscetiveis, leva a um
estreitamento da base genética, facilitando o surgimento de novas ragas do
patogeno (Pink, 2002; Adugna, 2004).

Entre as estratégias para aumentar a resisténcia de plantas a patégenos, a
piramidagdo de genes, que consiste na incorporagdo, em um mesmo genotipo, de
dois ou mais genes de resisténcia, ¢ a mais conhecida e amplamente utilizada
(Browning & Frey, 1969; Nelson, 1973; Crill, 1982; Wolfe, 1985). No entanto,
outras estratégias podem ser usadas, como, por exemplo, distribuir os genes no
espago e no tempo (manejo temporal). Neste caso, os genes utilizados estdo em
cultivares diferentes, que podem ser distribuidas de variadas formas, como em
misturas de cultivares, ou multilinhas, numa mesma areca, em cultivares
diferentes, em diferentes areas, dentro de uma mesma unidade produtiva
(desenvolvimento em nivel de fazenda) e cultivares recomendadas para
diferentes regides, dentro de uma mesma area epidemioldgica (desenvolvimento
regional). As multilinhas e as misturas sdo baseadas na ocorréncia de confronto
do patdégeno com uma grande diversidade de genes de resisténcia no hospedeiro
(Parlevliet, 1993; Crute & Pink, 1996; Casela et al., 2001).

De fato, uma diminuicdo na severidade da antracnose do sorgo foi

verificada por Guimaraes et al. (1998), em avaliacdo do controle da antracnose
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em mistura de cultivares no Brasil. Um problema pratico no uso de misturas ¢é
que os consumidores e produtores requerem uniformidade para caracteristicas
agrondmicas (ex. época de colheita, altura de plantas), o que nem sempre ocorre
(Crute & Pink, 1996).

Outras estratégias de manejo da doenca sdo a ciclagem de genes de
resisténcia e a utilizacdo sazonal de genes de resisténcia. A reciclagem consiste
na liberacdo de genes de resisténcia em uma determinada regido epidemiologica,
até um ponto que anteceda o desenvolvimento na populagdo do patdogeno de
ragas virulentas em uma frequéncia suficiente para determinar severas epidemias
da doenca. Detectada uma nova raga, a cultivar ¢ substituida por outra contendo
um segundo gene de resisténcia. O mesmo procedimento ¢ realizado com esta
cultivar até o surgimento de uma nova raga. Neste ponto, o primeiro gene
utilizado deve retornar. A ideia € que, pela agdo da selegdo estabilizadora, racas
com genes desnecessarios de viruléncia a esse gene estejam ausentes na
populacdo do patdégeno ou em baixa frequéncia, o que significa que este gene
sera novamente efetivo no controle da doenga quando reintroduzido na area. Ao
final do processo, trés cultivares com caracteristicas agronOmicas desejaveis e
diferentes genes de resisténcia vertical poderdo ser recicladas indefinidamente.
Ja a utilizagdo sazonal de genes de resisténcia consiste em fazé-lo em funcgdo das
diferentes épocas de plantio de uma espécie (Casela & Guimaraes, 2005).

Todas essas estratégias visam a melhor utilizacdo dos genes de
resisténcia e foram preconizadas para o manejo da resisténcia genética, de modo
a aumentar a sua durabilidade e a sua estabilidade. Para que tais estratégias
tenham sucesso, ¢ importante que se conheca o comportamento de linhagens e
hibridos comerciais em diferentes condigdes, bem como a estrutura das

populagdes do patdogeno em que poderdo ser implantadas.
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CAPITULO 2: REACAO DE HIBRIDOS DE SORGO A POPULACOES
DE Colletotrichum sublineolum NO BRASIL
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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a reagdo de hibridos
de sorgo a populagdes de Colletotrichum sublineolum em diferentes locais no
Brasil em que ocorrem severas epidemias de antracnose. Cinco hibridos
forrageiros e oito graniferos foram avaliados em Goidnia, GO, em Jardindpolis,
SP, em Rio Verde, GO e em Sete Lagoas, MG, quanto a severidade da doenga.
Em Sete Lagoas foram realizadas avaliagdes semanais na safra de verdo
2008/2009 e de inverno em 2009. Os dados foram transformados em area abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD) e analisados estatisticamente.
Isolados de C. sublineolum amostrados em Campo Novo do Parecis, MT,
Goiania, GO, Jardindpolis, SP, Patos de Minas, MG, Pelotas, RS e Sete Lagoas,
MG, foram analisadas quanto a frequéncia de viruléncia aos hibridos. Os
hibridos Volumax, DAS740, 1G150 e 735005, apresentaram baixa severidade e
AACPD em todos os locais e plantios, sendo considerados como portadores de
alta resisténcia. Os hibridos BRS308, 9920045, 9920044 ¢ 1F305, apesar de
apresentarem baixos valores de AACPD, mostraram variagdo em severidade
entre os locais, mas foram considerados como resistentes. DKB599 ¢ BR310
apresentaram resisténcia intermedidria e o hibrido apresentou suscetibilidade
semelhante & do padrao de suscetibilidade BR009. Na safra 2008/2009, maiores
valores de AACPD foram observados em relagdo ao plantio de 2009. A menor
frequéncia de viruléncia foi observada para Volumax, DAS740, SC283, 1G150 ¢
Ponta Negra. Alta frequéncia de viruléncia foi observada para e SHS500.

*Comité orientador: Hilario Antonio de Castro - UFLA (orientador), Carlos
Roberto Casela - Embrapa/Milho e Sorgo (coorientador).

26



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the reaction of sorghum
hybrids to Colletotrichum sublineolum populations in different areas in Brazil,
with severe epidemics. Five forage and eight grain sorghum hybrids were
evaluated in Goiania - GO, Jardinopolis - SP, Rio Verde - GO e Sete Lagoas —
MG in terms of disease severity. In Sete Lagoas, MG, evaluations were
performed in the summer cropping season 2008/2009 and winter cropping
season, in 2009. The data of disease severity progress were transformed in area
under the disease progress curve and statistically analyzed. Isolates of C.
sublineolum were sampled in Campo Novo do Parecis, MT, Goiania, GO,
Jardinépolis, SP, Patos de Minas, MG, Pelotas, RS e Sete Lagoas, MG. The
hybrids Volumax, DAS740, 1G150 and 735005, showed lower disease severities
and area under the disease progress curves in all locations and seasons and
considered as highly resistant to the pathogen. Hybrids BRS308, 9920045,
9920044 and 1F305 despite their lower AACPD values, enough to be classified
as resistant, presented variation in severity disease among location. DKB599 and
BR310 were of intermediate resistant, and the hybrid showed the highest
susceptibility in all seasons and places, similar to susceptible control BR009. In
2008/2009 higher values of the AACPD was observed in relation to second crop.
The lowest frequency of the virulence was observed in Volumax, DAS740,
SC283, 1G150 and Ponta Negra, while highest value was presented by BR304
and SHS500.

*QGuidance comitee: Hilario Antonio de Castro — UFLA (Advisor), Carlos
Roberto Casela — EMBRAPA/ CNPMS (Co - advisor).
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1 INTRODUCAO

O aumento em producdo na cultura de sorgo no Brasil foi determinado
pela intensificagdo e pela modificagdo nos sistemas de cultivo desse cereal e
pelos avangos obtidos no melhoramento genético, com a geragdo de cultivares
de alta produtividade. Porém, dentre os fatores que limitam a expansdo da
cultura no pais, esta a antracnose do sorgo (Colletotrichum sublineolum Henn.),
a principal e mais devastadora doenca, que esta disseminada por todas as regides
de plantio desta cultura e ¢ favorecida por condigdes de alta umidade e
temperatura. Contudo, regides com breve periodo de chuva, seguido por seca
prolongada, também est3o sujeitas a ocorréncia de epidemias severas (Casela &
Frederiksen, 1994; Casela & Ferreira, 1998).

O controle desta doenca ¢ considerado prioritdrio pela induastria de
producdo de sementes, ja que pode provocar perdas superiores a 80% na
produtividade, além de causar esterilidade parcial de paniculas e afetar
drasticamente a qualidade da semente produzida (Casela & Ferreira, 1998). O
seu controle é também essencial como suporte a continua expansdo da area de
plantio com a cultura no pais. O uso de cultivares resistentes ¢ a melhor forma
de controle da doenga. Porém, a variabilidade apresentada por C. sublineolum ¢
um dos entraves para os trabalhos de melhoramento genético, visando a
obtencdo de cultivares resistentes, devido a possibilidade de quebra da
resisténcia pelo surgimento de novas formas de viruléncia do patégeno que se
adaptam as variedades e hibridos comerciais (Casela & Ferreira, 1987,
Guimaraes et al., 1999).

Varios outros trabalhos ja demonstraram a capacidade adaptativa do
patégeno a cultivares geneticamente resistentes, o que diminui a vida util de

hibridos comerciais, resultando em grande prejuizo para produtores, exigindo

28



mais esforcos de melhoristas e fitopatologistas na busca de solugdes para o
controle desta doenca (Silva et al., 2008).

Respostas a selecdo direcional imposta por cultivares hospedeiras
geneticamente resistentes ja foram obtidas nas condigdes brasileiras. De fato,
variedades como Brandes, Theis, Rio e Wray, que foram inicialmente resistentes
a antracnose quando introduzidas no pais em 1987, tornaram-se suscetiveis
quando novas ragas do fungo apareceram apos 1987 (Mathur et al., 2003). Um
exemplo mais atual foi a quebra da resisténcia no hibrido BR304, cultivado por
mais de dez anos, e que teve até entdo resisténcia duravel.

Considera-se a resisténcia como durdvel quando uma cultivar
amplamente plantada em ambiente favoravel mantém-se resistente a um
determinado patégeno por um longo periodo (Crute & Pink, 1996; Adugna,
2004). Por esse motivo, a eficiéncia das estratégias de controle depende da
capacidade de manejo da variabilidade da populacao local do patégeno e da
necessidade de adaptacdo de medidas de controle para patogenos de alta
variabilidade (Andrivon & Vallavieille-Pope, 1995). Para que medidas
adequadas de manejo da resisténcia sejam efetivas no controle da doenca, €
necessario conhecer a reagdo dos hibridos em diferentes locais, bem como
buscar informacdes a respeito de fatores que podem influenciar a taxa de
progresso da doenga.

Foi objetivo deste trabalho identificar hibridos de sorgo com alto nivel
de resisténcia a populagdes de C. sublineolum de diferentes locais de cultivo no

Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

Para a realizacao de ensaios de viruléncia, um ensaio preliminar, visando
a identificacdo de hibridos contrastantes quanto a reagdo de resisténcia a
antracnose, foi montado, com vinte hibridos forrageiros, em Goiania, GO e em
Sete Lagoas, MG, na safra de verdo 2007/2008 e cinco hibridos graniferos, na
safra de inverno 2008, em Sete Lagoas, MG (Tabela 1). Dessa forma, duas
etapas constituiram esse capitulo.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com trés
repeticdes. As sementes utilizadas nos ensaios foram tratadas com Vitavax
Thiram (0,9g/300 sementes) e Maxim (0,45g/300 sementes), para controle de

mildio e Cruiser 350 ES (1,8g/300 sementes) para o controle de pragas do solo.

Etapa 1: Ensaio preliminar com hibridos forrageiros e graniferos

2.1 Conducéo dos ensaios

Para a condugdo do ensaio com hibridos forrageiros foram utilizadas as
areas experimentais da Embrapa, no Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e
Feijao, localizado em Goiania, GO e no Centro Nacional de Pesquisa de Milho e
Sorgo, em Sete Lagoas, MG. Vinte hibridos forrageiros, entre comerciais e
experimentais, foram plantados em parcelas constituidas de fileiras duplas de 5
m de comprimento, com espagamento entre linhas de 0,70 m e densidade de
plantas de 8 plantas/m linear de sulco.

Em frente as parcelas e nas laterais dos blocos, foi plantada uma fileira
de 1 m de comprimento com a cultivar suscetivel BR0O09. Para evitar a
disseminac¢ao lateral da doenca, as parcelas foram isoladas entre si por fileiras da
cultivar AG405 e os blocos por fileiras de milho. O ensaio em Goiania foi

implantado em 05/12/2007 e avaliado aos 99 dias apds o plantio (12/03/2008) e
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o ensaio de Sete Lagoas foi implantado em 28/01/2008 e avaliado
semanalmente, apds os sessenta dias do plantio, totalizando seis avaliagdes.

Os hibridos graniferos foram avaliados apenas em Sete Lagoas, na safra
de inverno 2008, sendo dois hibridos experimentais, trés comerciais ¢ BR009
como padrao de suscetibilidade. O ensaio seguiu o0 mesmo padrdo do ensaio com

os forrageiros, porém, as parcelas foram isoladas entre si por fileiras de milho.

TABELA 1 Hibridos graniferos e forrageiros de sorgo.

Hibrido | Tipo de hibrido Empressa
1G220 Granifero Dow Sciences
9920044 Granifero Embrapa/CNPMS
9920045 Granifero Embrapa/CNPMS
144013 Granifero Embrapa/CNPMS
'BR304 Granifero Embrapa/CNPMS

DKB 599 Granifero Monsanto
BRS610 Forrageiro Embrapa/CNPMS
Ponta Negra Forrageiro Embrapa/CNPMS
BR700 Forrageiro Embrapa/CNPMS
BR501 Forrageiro Embrapa/CNPMS
BR506 Forrageiro Embrapa/CNPMS
BR601 Forrageiro Embrapa/CNPMS
736301 Forrageiro Embrapa/CNPMS
736123 Forrageiro Embrapa/CNPMS
736227 Forrageiro Embrapa/CNPMS
735005 Forrageiro Embrapa/CNPMS
735040 Forrageiro Embrapa/CNPMS
735042 Forrageiro Embrapa/CNPMS
735043 Forrageiro Embrapa/CNPMS
735044 Forrageiro Embrapa/CNPMS
735019 Forrageiro Embrapa/CNPMS
736355 Forrageiro Embrapa/CNPMS
735037 Forrageiro Embrapa/CNPMS
1F305 Forrageiro Dow Scienes
Volumax Forrageiro Monsanto
SHS500 Forrageiro Santa Helena

'O hibrido BR304 foi avaliado apenas em casa de vegetacdo.
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Além dos ensaios em campo, os hibridos forrageiros e graniferos foram
inoculados com cinco isolados de C. sublineolum, em casa de vegetacdo. Neste
experimento, o hibrido BR304 também foi avaliado. A producdo e o preparo de
inéculo seguiram a metodologia desenvolvida por Ferreira & Casela (1986),

descrita em 2.7.

2.2 AvaliacOes

Uma tUnica avaliagdo da severidade da antracnose foi realizada em
Goiania, considerando-se a porcentagem de doenca nas parcelas, de acordo com
escala modificada de Sharma (1983), em que as notas: 1 = 0% de doenga, 1,5 =
1,25%, 2= 2,5%, 2,5 = 3,75%, 3 = 5%, 3,5 = 7,5%, 4 = 10%, 4,5 = 15%, 5=
20%, 5,5 = 27,5%, 6 = 35%, 6,5 =42,5%, 7 = 50%, 7,5 = 62,5%, 8§ =75%, 8,5
=87,5% ¢ 9 =100%.

Em Sete Lagoas, foram realizadas avaliagdes semanais a partir dos 60
dias apos o plantio. Em cada parcela, seis plantas foram selecionadas e marcadas
com fita de plastico, ao longo de cada linha de plantio. Todas as folhas das
plantas selecionadas foram avaliadas individualmente, em um total de 6
avaliagoes. Utilizou-se a mesma escala de notas de Sharma (1983), como

descrito.

2.3 Analise e interpretacédo dos dados

Os dados de severidade da doenga obtidos em Sete Lagoas foram
transformados em valores de area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), com base na equagao:

AACPD =} [ (Yi+n+ Y)/2] [ti+: - ti],

em que Y; ¢ a severidade de doenca na i-€sima observagao;
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ti ¢ 0 tempo em dias na i-ésima observacdo e n é o niumero de observagdes
(Shanner & Finney, 1977).

Os dados de AACPD foram submetidos a analise de varidncia e ao teste
de médias (Scott-Knott), utilizando-se o programa Sisvar versdo 5.0 (build 71)
(Ferreira, 2007). Consideraram-se como altamente resistentes hibridos com
severidade abaixo de 15%, como moderadamente resistentes aqueles com
severidade entre 16% e 30%. Suscetibilidade foi considerada para valores de

severidade entre 31% e 49% e alta suscetibilidade acima de 50%.

2.4 Etapa 2: Ensaio de viruléncia de C. sublineolum a treze hibridos e duas
linhagens de sorgo

No plantio de verdo 2008/2009, foram utilizadas as areas experimentais
da Embrapa, do Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao/CNPAF,
Goiania, GO e do Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo/CNPMS, Sete
Lagoas, MG, No plantio de inverno 2009, utilizaram-se as areas experimentais
da Dow Agrosciences em Jardinopolis, SP, da Cooperativa Mista de Rio Verde,
(COMIGO), Rio Verde, GO e do CNPMS, Sete Lagoas, MG.

Foram plantados treze hibridos de sorgo e as linhagens BRO009
(suscetivel) e SC283 (resistente), em parcelas constituidas de fileiras duplas de 5
m de comprimento e espacamento entre linhas de 0,70 m, com densidade de 8
plantas/m linear (Tabela 2). Em frente a cada parcela, foi plantada uma fileira de
1 m de comprimento com a linhagem suscetivel BR009 e outra com a linhagem
resistente SC283, na extremidade oposta da parcela. Para evitar a disseminagdo
lateral da doenga, as parcelas foram isoladas entre si por fileiras da cultivar
DAS740 e os blocos por fileiras de milho. Em Sete Lagoas e Jardinopolis, as
parcelas foram isoladas entre si por fileiras da cultivar SC283 e os blocos por

fileiras de milho.
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TABELA 2 Hibridos de sorgo selecionados para avaliacdo da reagdo a C.

subineolum.
Hibridos Tipo de hibrido Empresa
DAS740 Granifero Dow AgroSciences
1G150 Granifero Dow AgroSciences
1F305 Forrageiro Dow AgroSciences
BR304 Granifero Embrapa/CNPMS
BRS308 Granifero Embrapa/CNPMS
BR310 Granifero Embrapa/CNPMS
19920044 Granifero Embrapa/CNPMS
19920045 Granifero Embrapa/CNPMS
Ponta Negra Forrageiro Embrapa/CNPMS
1735005 Forrageiro Embrapa/CNPMS
BR009 Linhagem Embrapa/CNPMS
SC283 Linhagem Embrapa/CNPMS
DKB599 Granifero Monsanto
Volumax Forrageiro Monsanto
SHS500 Forrageiro Santa Helena

2.5 AvaliacGes

As avaliagdes seguiram a mesma metodologia descrita anteriormente nos
ensaios com hibridos forrageiros e graniferos. Em Sete Lagoas, as avaliagdes
semanais visaram o calculo de AACPD e a andlise do progresso da doenga,
como também ja foi descrito. As datas de implantacdo, de avaliagdo e o niimero
de dias apos o plantio (DAPs) em que foram realizadas as avaliagdes, nas duas

safras, estdo descritas na Tabela 3.

TABELA 3 Data de implantacao e avaliacdo dos ensaios de viruléncia em duas
safras e cinco locais.

Local Data de Data de avaliacdo 'DAPs
Goiénia, GO 10/12/2008 17/03/2009 98
Sete Lagoas,MG 04/12/2008 'Semanal 199
Jardinopolis, SP 18/03/2009 29/06/2009 104
Rio Verde, GO 19/01/2009 04/05/2009 106
Sete Lagoas, MG 28/01/2009 Semanal 104
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2.6 Reacao de treze hibridos de sorgo e duas linhagens a 158 isolados de C.
sublineolum, em casa de vegetacao

Cento e cinquenta e oito isolados, obtidos em Campo Novo do Parecis,
MT, Goiania, GO, Jardinopolis, SP, Mineiros, GO, Patos de Minas, MG,
Pelotas, RS, Primavera do Leste, MT, Rio Verde, GO e Sete Lagoas, MG, foram

inoculados nos quinze gendtipos de sorgo em casa de vegetagao.

2.7 Obtencao dos isolados de Colletotrichum sublineolum

Fragmentos de folhas apresentando sintomas da doenca foram
desinfestados superficialmente, por dois minutos, em solu¢do de hipoclorito de
sodio a 2% e plaqueadas em meio de farinha de aveia-agar (FAA). As placas
foram, em seguida, incubadas sob luz fluorescente continua a temperatura de
250 -280C, por 7 a 8 dias. Seguiu-se uma raspagem para a eliminacdo do
crescimento micelial, 5 dias apds o isolamento, para a inducdo de abundante
esporulacdo. Sete dias depois, os conidios foram coletados por meio do corte de
fragmentos do meio de cultura e transferidos para tubos de ensaio contendo 9mL
de agua destilada e esterilizada, seguindo-se uma diluicdo em série, até atingir
10-4. Em seguida, 1 mL da suspens@o obtida foi distribuido em trés placas de
Petri contendo Agar-dgua (AA) a 2%, as quais foram incubadas a 250-280C, por
12 horas, para a indugdo de germinagdo. Culturas monosporicas foram, entdo,
obtidas por meio da coleta de um conidio ao microscopio de luz. O conidio foi
coletado pelo corte de um fragmento correspondente ao foco de luz do
microscopio com pega desenvolvida especificamente para este fim. Os isolados
transferidos para tubos de ensaio contendo FAA foram incubados sob luz
continua por, aproximadamente, 7 dias, quando se adicionou 6leo mineral para

sua conservacdo, até o momento de uso.

2.8 Producao e preparo de in6culo
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Os isolados monosporicos foram transferidos para placas de Petri com
meio FAA e mantidos sob luz continua, por 7 a 8 dias. Para indugdo de
abundante esporulagdo, realizou-se raspagem micelial aos 5 dias de crescimento
e, apos 5 a 6 dias, os isolados foram repicados para placas contendo meio FAA.
O mesmo procedimento foi adotado para as placas contendo o fungo em
crescimento para a indugdo da esporulagdo necessaria ao preparo de inoculo.
Cinco dias depois, as placas de cada isolado foram inundadas com agua
destilada e raspadas com uma espatula para a liberagdo de conidios e contagem
em cimara de Neubauer para padronizar a concentragdo de indculo para 10°
conidios/mL.

Os hibridos foram pulverizados aos 28 dias ap6s o plantio, com a
suspensao de esporos do patdégeno na propor¢do de 10mL/vaso. Apds a
inoculacdo, as plantas foram mantidas em camara Umida por 18 horas, a
temperatura média de 28°C. Os tratamentos foram delineados em parcelas
subdivididas com os isolados nas parcelas e cultivares nas subparcelas, com duas

repeticdes. Um vaso com 4 a 5 plantas caracterizou uma subparcela.

2.9 Avaliacao

As plantas foram avaliadas para o tipo de infec¢do aos 12 dias apos a
inocula¢do, utilizando-se uma chave descritiva com valores de 1 a 5, conforme
Cardwel et al. (1989), em que: 1 - presenca de pequenas pontuagdes necrdticas;
2 - presenca de pequenas manchas avermelhadas; 3 - lesdes necrdticas, algumas
vezes alongadas, mas sem a presenca de esporulagdo, 4 - lesdes necroticas com a
presenca de acérvulos no centro e 5 - lesdes necréticas, algumas vezes

coalescidas, com a presenca de abundante esporulagao.
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Duas classes de reagdo foram consideradas: R = reagdo de resisténcia,
incluindo as notas 1, 2 ¢ 3 e S = reagdo de suscetibilidade, incluindo as notas 4 ¢

5.

2.10 Analise e interpretacao dos resultados

Para analise dos dados, calculou-se a frequéncia de viruléncia, ou seja, a
propor¢do de isolados, em cada populacdo amostrada com viruléncia a cada
hibrido individualmente (Casela & Ferreira, 1998). O valor maximo de
frequéncia de viruléncia ¢ igual a 1 (um), o que significa que todos os isolados

foram virulentos ao hibrido.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Etapa 1: ensaio preliminar com hibridos forrageiros e graniferos de
sorgo

Os genotipos de sorgo apresentaram reagdes diferentes ao patogeno. Um
alto coeficiente de variacdo ocorreu devido a diferencas de severidade entre
parcelas (Anexo 1A). A maior AACPD foi observada para BR009 e os hibridos
graniferos 9920044 ¢ DKB599. No entanto, nao houve diferenga significativa
entre estes e 1G220, 144013 e 9920045 (Figura 1). O inicio da doenca foi
observado aos 82 dias apds o plantio (DAP), para 9920045 ¢ DKB599; aos 65
DAP, para 9920044 e aos 87 DAP, para 1G220 e 144013, enquanto a testemunha
suscetivel apresentou aumento progressivo da doenga a partir dos 60 DAP

(Figura 2).
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FIGURA 1 Area abaixo da curva de progresso da antracnose dos hibridos
graniferos de sorgo no ano de 2008, em Sete Lagoas. Colunas do
grafico seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si, a 0,05% de probabilidade, pelo teste Scott-Knott.
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FIGURA 2 Progresso da antracnose em hibridos graniferos de sorgo, na safra
2007/2008, em Sete Lagoas, MG.

Pela analise de viruléncia, os hibridos graniferos 1G220, 9920044 ¢
144013 foram resistentes aos cinco isolados avaliados, enquanto BR304
apresentou suscetibilidade a todos eles. Os hibridos DKB599 e 9920045
variaram quanto a reacdo aos isolados. Embora com forte reagdo de
hipersensibilidade, o padrao de suscetibilidade BR009 foi resistente a um
isolado (Tabela 4).

De acordo com este resultado, todos os hibridos graniferos avaliados
podem ser utilizados em estratégias de manejo da doenca, haja vista que
apresentaram alta resisténcia em campo.

Os hibridos forrageiros foram geneticamente heterogéneos quanto a
reacdo ao patdégeno. Os hibridos forrageiros comerciais Volumax, 1F305 e
BR506 apresentaram os menores niveis de severidade da doenga em Goiania, no
entanto, os dois primeiros ndo diferiram entre si, mas diferiram de BR506. Os
hibridos Ponta Negra, BR601, SHS500, BR700 ¢ BR501 apresentaram
severidade acima de 50% e ndo diferiam entre si. Excetuando-se o hibrido

736123, que foi moderadamente resistente, todos os hibridos pré-comerciais
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apresentaram severidade da doencga abaixo de 10%, sendo, portanto, altamente
resistentes a antracnose. Além de 736123, somente os hibridos comerciais
BRS610 ¢ BR506 foram moderadamente resistentes (Figura 3). O resumo da

analise de variancia encontra-se nos Anexos 2A e 3A.

TABELA 4 Reagdo de hibridos graniferos de sorgo a cinco isolados de C.
sublineolum em casa de vegetacao.

Hibridos Isolados/Reagdo dos hibridos
graniferos 01.08D 02.08D E32.06 E43.06 E57.06
1G220 R R R R R
DKB599 S S R R R
9920044 R R R R R
9920045 R S R R R
144013 R R R R R
BR304 S S S S S
BR009 R S S S S
d

R = resisténcia e S = suscetibilidade.
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FIGURA 3 Severidade média da antracnose em hibridos forrageiros de sorgo na
safra 2007/2008, em Goiania, GO. Colunas do grafico seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 0,05% de
probabilidade, pelo teste Scott-Knott.
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Em Sete Lagoas, os hibridos com maior AACPD foram SHS500,
BR601, Ponta Negra, BR700 e BR501. No entanto, os hibridos BR501 ¢ BR700
diferiram dos demais. Os hibridos 6123 e BR506, que foram moderadamente
resistentes em Goiania, apresentaram alta resisténcia em Sete Lagoas. Os outros
hibridos apresentaram alta resisténcia a doenga, n3o havendo diferenca
significativa entre eles neste local (Figura 4). O progresso da doenca nos
hibridos suscetiveis foi mais rapido, quando comparado aos mais resistentes,
tendo iniciado em torno dos 60 DAPs (Figura 5). Estes resultados mostraram
que, embora diferencas na severidade tenham ocorrido, os hibridos apresentaram

comportamento estavel quanto a resisténcia nos dois locais.
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FIGURA 4 Area abaixo da curva de progresso da antracnose em hibridos
forrageiros de sorgo em Sete Lagoas, MG. Colunas do grafico
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a
0,05% de probabilidade, pelo teste Scott-Knott.
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FIGURA 5 Progresso da antracnose em hibridos forrageiros de sorgo, na safra
de inverno 2008, em Sete Lagoas, MG.

Os isolados foram geneticamente diferentes quanto a viruléncia. Os
hibridos Volumax, 735005, 735040, 735042 ¢ 735044 apresentaram resisténcia
aos cinco isolados testados (Tabela 5).

Embora os hibridos pré-comerciais tenham apresentado alta resisténcia
em Sete Lagoas e Goidnia, € necessario monitorar a reagdo de tais gendtipos a
populagdes de C. sublineolum em diferentes locais, uma vez que viruléncia foi
observada para a maioria deles. O acompanhamento da reagdo de tais hibridos
ao longo do tempo e sob diferentes populacdes de patdgenos pode ser uma
ferramenta 1til na escolha de estratégias de manejo da doenga que favorecam a
durabilidade da resisténcia. Considerando que, a partir da liberagdo comercial de
um hibrido, os pesquisadores por ele responsaveis ndo t&ém mais o total controle
sobre seu manejo, ficando o hibrido sujeito ao ciclo boom and bust, a melhor
op¢do passa a ser a concientizacdo dos produtores sobre a importancia do

manejo cultural e da resisténcia adequadamente.
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TABELA 5 Reagdo de hibridos forrageiros a cinco isolados de C. sublineolum
em casa de vegetagdo.

Hibridos Isolados/ Reagdo dos hibridos

forrageiros 01.08D 02.08D E32.06 E43.06 E57.06

BRS610
Volumax
1F305
BR700
BR501
BR506
Ponta Negra
BR601
SHS500
735019
735005
735037
735040
736227
735042
735043
735044
736355
736301
736123
BR009

AAARAAIAIAIAIAIAAI AT NI TN IRT
NnAIIIITLALNLILNATLNAIAITZTNnNIN
NI ITNIFIAIIIZTLnLITLNLNLN T IR
nEAFnIIIIAIAIAIATnLLInn DI
NIHAIAARIAII AT AT NI IIAT TR

R=resisténcia e S = suscetibilidade.

Com base nestes resultados € no conhecimento da reagdo de outros
hibridos a C. sublineolum, foram selecionados os hibridos forrageiros Volumax,
Ponta Negra, 1F305, SHS500 e 735005, os hibridos graniferos comerciais
DAS740, 1G150, DKB599, BRS308, BR310, BR304 e os experimentais
9920044 e 9920045 para compor a série diferencial do ensaio de viruléncia de C.
sublineolum. Além desses hibridos, a série diferenciadora foi composta pelas
linhagens BR009 e SC283, padroes de suscetibilidade e resisténcia,

respectivamente.
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3.2 Etapa 2: ensaio de viruléncia de C. sublineolum a treze hibridos de sorgo
e duas linhagens

Houve variagdo na severidade da antracnose entre os hibridos e entre
locais nas duas safras. No entanto, a maioria dos hibridos manteve o
comportamento quanto ao nivel de resisté€ncia nas avaliagdes (Tabelas 6 ¢ 7). O
resumo da analise de variancia estd descrito nos anexos 4A a 10A.

Na safra de verfio, em Goiania ¢ Sete Lagoas, os hibridos forrageiros
Volumax, 735005 e os graniferos comerciais BRS308, 1G150, DAS740 e os
granifero pré-comercial 9920045, apresentaram alta resisténcia. Os hibridos com
maior severidade foram BR304, Ponta Negra, SHS500, DKB599 ¢ BR310
(Tabela 6).

Em Sete Lagoas, os hibridos DAS740, 735005, 1G150 ¢ Volumax ndo
diferiram entre si ¢ da testemunha resistente SC283 quanto a severidade. Os
hibridos 9920045, 9920044, BRS308 e 1F305 também apresentaram alta
resisténcia mas diferiram dos anteriores. O hibrido DKB599 apresentou
severidade acima de 16% e foi moderadamente resistente neste local. Entre os
hibridos com maior severidade, BS310, SHS500 e Ponta Negra ndo diferiram
entre si, mas diferiram da testemunha suscetivel BR0O09 (Tabela 6).

Nos dois locais avaliados, BR304 apresentou alta suscetibilidade a
antracnose, nao diferindo de BR0O09 em Goiania (Tabela 6). Este hibrido foi
lancado na década de 1980 e se manteve resistente até 2004, quando a quebra da
resisténcia determinou severas epidemias em todo o Brasil. O tipo de resisténcia
do hibrido, associada com o cultivo intensivo, sem um manejo adequado da
resisténcia, o levou ao ciclo boom and bust. Tal situagdo ocorreu porque, apos
um periodo de intenso cultivo de tal hibrido, a selegdo direcional em favor de
racas virulentas determinou a quebra da resisténcia. A popularidade de um
gendtipo pode ser autodestrutivo quando ¢ dependente da resisténcia vertical
(Vanderplank, 1968, 1982) que, uma vez quebrada e na auséncia de manejo

adequado da doenga, permite o aumento na frequéncia de ragas virulentas.
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TABELA 6 Severidade da antracnose do sorgo no plantio 2008/2009, em dois
locais no Brasil.

Goiania, GO Sete Lagoas, MG
Tratamentos Severidade Tratamentos Severidade
Volumax 133 a' DAS740 1.00 a
DAS740 1.33 a 735005 1,67 a
735005 1,33 a Volumax 2,67 a
9920045 10,00 b 1G150 3,33 a
1G150 14,67 b SC283 5,00 a
BRS308 13,33 b 9920045 6,00 b
9920044 16,67 b BRS308 6.33b
1F305 26,67 ¢ 9920044 8,00 b
SC283 28.33 ¢ 1F305 8,67b
DKB599 4233 d DKB599 16,67 b
SHS500 56,00d BR310 41,67 ¢
P. Negra 70,00 e SHS500 51.67 ¢
BR310 73,00 e P. Negra 55,00 ¢
BR304 90,00 f BR304 88,33 d
BR009 95.00 f BRO009 96.67 e

"Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, a 0,05% de
probabilidade, pelo teste Scott-Knott.

Resultados do plantio de inverno foram semelhantes ao plantio de verdo
quanto aos agrupamentos dos hibridos, embora algumas variagdes tenham
ocorrido. Os hibridos Volumax, 1G150, 735005 ¢ DAS740 foram altamente
resistentes nos trés locais. Severidade acima de 50%, em pelo menos um dos trés
locais, foi observada em BR009, SHS500, BR304, Ponta Negra ¢ BR310. Os
demais hibridos variaram entre moderadamente resistentes e suscetiveis. Entre
os trés locais avaliados, menor severidade foi obsevada em Jardinopolis, onde
todos os hibridos foram altamente resistentes, com exce¢do de BR304 (Tabela

7).

45



TABELA 7 Severidade da antracnose do sorgo no plantio 2009, em trés locais

no Brasil.

Jardindpolis, SP Rio Verde, GO Sete Lagoas, MG
Tratamentos  Severidade Tratamentos  Severidade  Tratamentos Severidade
9920045 0.00 a' DAS740 1.33a 1G150 0.00 a
735005 0,00 a Volumax 1,67 a DAS740 1,00 a
9920044 042 a 735005 10,00 b Volumax 1,00 a
DAS740 042 a 1G150 11,67 b BRS308 1,67 a
Volumax 042a 9920044 21,67 ¢ 9920044 3.33b
1G150 042a BRS308 2233 ¢ 1F305 3.33b
DKB599 0.83 a SC283 23,33 ¢ 9920045 5,67b
BRS308 1.25a 1F305 25,00 ¢ 735005 9.33b
SC283 1,67 a DKB599 36.,67d SC283 18,33 ¢
1F305 2,50 a 9920045 38.33d DKB599 2333 ¢
BR310 2,92 a P. Negra 71,67 ¢ SHS500 28,33 ¢
SHS5005 7,50b BR310 85,00 f P. Negra 36,67 ¢
P. Negra 10,00 b SHS500 90,00 f BR310 36,67 ¢
BR009 13.33b BR304 96,67 g BRO009 91.67d

16.25b BR009 100,00 g BR304 93.35d

"Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, a 0,05% de
probabilidade, pelo teste Scott-Knott.

Em Sete Lagoas, valores mais baixos de AACPD foram observados no
palntio de inverno em relagdo ao plantio de verdo, para a maioria dos hibridos
(Tabela 8). A maior ocorréncia de chuva entre dezembro de 2008 e fevereiro de
2009, associada as temperaturas adequadas, favoreceu a severidade da doenga no
plantio de verdo (Anexo A - Figura 1A). Maior AACPD no plantio de verao
determinou a ocorréncia de diferencas no agrupamento dos hibridos quando
comparado ao primeiro plantio. Os hibridos Volumax, 1G150, DAS740,
9920044, 9920045 ¢ 1F305 mantiveram baixos niveis de AACPD no plantio de
inverno e ndo diferiram entre si. Neste plantio, o hibrido 735005 se diferenciou
dos mais resistentes. Apesar disso, a severidade deste hibrido ndo passou de 10%
em nenhuma avaliacdo sendo, portanto, considerado altamente resistente (Tabela

8).
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TABELA 8 Area abaixo da curva de progresso da antracnose, em hibridos de
sorgo na safra de verdo 2008/2009 e inverno 2009, em Sete

Lagoas, MG.
Safra de verdo 2008/2009 Safra de invero 2009

Tratamento AACPD Tratamento AACPD
Volumax 0.00 a Volumax 0.00 a
DAS740 0,00 a 1G150 0,00 a
735005 1,67 a DAS740 0,00 a
BRS308 15,42b 9920044 297 a
1F305 2042 b 9920045 3,64 a
1G150 22.85b 1F305 12,03 a
9920045 27,08 b SC283 1891 b
9920044 37,50b DKB599 21.35b
SC283 49,58 b BR310 36,20 b
DKB599 52,92 b BRS308 40,57 b
BR310 23583 ¢ 735005 51,31b
SHS500 263,54 ¢ Ponta Negra 108.18 ¢
Ponta Negra 487,92 d SHS500 289.79d
BR304 1322,13 ¢ BR304 715,18 ¢
BRO009 1639.26 BR009 1351,15 f

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, a 0,05% de
probabilidade, pelo teste Scott-Knott.

Maior severidade foi observada em alguns hibridos na avaliagdo geral
das parcelas e pode ser explicada pela forma como foram feitas as duas
avaliacdes. A avaliacdo para calculo de AACPD foi feita marcando-se quatro
plantas ao longo de duas linhas de plantio, enquanto na avaliagdo das parcelas,
todas as plantas foram consideradas. Por se tratar de um patégeno capaz de
sobreviver em restos de cultura e ser disseminado principalmente por respingos
de agua (Casela & Ferreira, 1998), uma desigualdade na dispersdo pode originar
focos, devido a variagdes na quantidade de indculo nos restos culturais e
transmissdo das plantas infectadas para plantas proximas, por meio de respingos.

Na curva de progresso do plantio de verdo em Sete Lagoas, observou-se
um atraso no inicio da antracnose nos hibridos em relagdo a testemunha

suscetivel BR009. A epidemia teve inicio aos 61 dias ap6s o plantio (DAP) e
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chegou a 96% de severidade. Hibridos mais suscetiveis, como BR304, Ponta
Negra e SHS500, tiveram inicio da epidemia entre quatro e oito dias apos
BR009. Os hibridos BR310, DKB599, SC283 e 9920044 iniciaram a epidemia
aos 88 DAP, enquanto 9920045, 1F305, 1G150 e BRS308, aos 96 DAP (Figura
6).

No plantio de inverno, o inicio da doenga em BR009, BR304 ¢ SHS500
foi observado aos 58 DAPs. No entanto, a doenga ndo progrediu com a mesma
intensidade que em BRO09, que chegou a 100% de severidade, enquanto em
BR304 ¢ SHS500 chegou a 88,333% e 51,661%, de severidade maxima,
respectivamente (Figura 6).

Variagoes, no inicio da doenga, ocorreram entre as duas safras, para a
maior parte dos hibridos, mas, semelhantemente ao que ocorreu com Volumax e
DAS740 no plantio de verdo, nos hibridos 9920044, 9920045, 1G150 ¢ 1F305
no inicio da doenca ndo foi visivel na curva de progresso no plantio de inverno
(Figura 6). O progresso da antracnose nos hibridos, em ambos os plantios, foi
menor quando comparado ao da testemunha suscetivel BR009. Hibridos mais
resistentes tiveram o inicio da doenga atrasado em relacdo aos mais suscetiveis,
o que pode ser devido ao efeito de resisténcia do tipo vertical sobre ragas
virulentas ou, ainda, a associa¢do de resisténcia vertical com alta resisténcia
horizontal. A combinacdo desses dois tipos de resisténcia, em um mesmo
genotipo, confere altos niveis de resisténcia, sendo, assim, mais desejadas
(Vanderplank, 1968).

Resultado semelhante quanto a diferentes niveis de resisténcia entre
hibridos e entre locais, foi observado por Guimardes et al. (1999), em Sete
Lagoas, MG e Cravinhos, SP, em que a avaliagdo de genotipos de sorgo
apresentou gradagdes em relagdo aos niveis de resisténcia e estes foram
divididos em grupos. Em Cravinhos, nenhum dos gendtipos apresentou

resisténcia completa e o valor médio de severidade foi trés vezes maior que em
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Sete Lagoas, onde alguns genotipos mostraram-se resistentes. Isso levou os
autores a conclusdo de que ocorreram ragas diferentes de C. sublineolum e de
maior agressividade prevalecentes em Cravinhos. Este estudo evidenciou a
necessidade de monitoramento constante da reagdo de genotipos de sorgo as
populagdes de C. sublineolum de diferentes locais, principalmente quando o
objetivo final ¢ a obtencdo de material comercial com resisténcia duravel.

Uma possivel associagdo de resisténcia vertical e alta resisténcia
horizontal foi observada nos hibridos Volumax, DAS740, 735005 ¢ 1G150, uma
vez que foram altamente resistentes em campo e variaram quanto a reagdo de
suscetibilidade/resisténcia aos isolados. Por exemplo, em Sete Lagoas, Volumax
foi suscetivel ao isolado 71, que ¢ avirulento a DAS740 e a 1G150. Por outro
lado, Volumax foi resistente aos isolados 53 e 69, e virulentos a 1G150
DAS740, respectivamente. O atraso no inicio da epidemia ¢ uma caracteristica
de ambos os tipos de resisténcia (Vanderplank, 1982) e reforga essa
possibilidade.

A expressdo de resisténcia vertical incompleta pode estar ocorrendo nos
hibridos BRS308, 9920045, 9920044 ¢ 1F305, que apresentaram resisténcia em
campo, mas variaram quanto a severidade entre os locais. Os valores de AACPD
sugerem que a resisténcia foi incompleta, dado as diferencas nos niveis de
antracnose em relagdo a BRO09 (altamente suscetivel) e os hibridos mais
resistentes, como Volumax. Além disso, houve variagdo na reagdo desses
hibridos aos diferentes isolados do patdégeno. Segundo Vanderplank (1982),
essas sdo caracteristicas que indicam a presenca de resisténcia vertical
incompleta. O plantio de cultivares com resisténcia parcial pode ser plausivel,
visto que cultivares com resisténcia do tipo vertical sdo mais instaveis sob

condi¢des de campo (Resende et al., 2009).
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FIGURA 6 Progresso da antracnose em hibridos de sorgo, A) na safra de verdo
2008/2009 e B) na safra de inverno 2009, em Sete Lagoas, MG.

Nenhum hibrido foi resistente a todos os isolados avaliados, no entanto,

aqueles que apresentaram alta resisténcia nos ensaios de campo foram resistentes

a maior parte dos isolados, como pode ser observado pelos valores de frequéncia
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de viruléncia (FV). Os hibridos mais suscetiveis em campo apresentaram altos
valores de FV, com excegdo de Ponta Negra, que foi resistente a 116 dos 158
isolados avaliados. Hibridos que variaram nos niveis de resisténcia em campo
apresentaram niveis intermedidrios de FV, como BR310, 9920044 ¢ 9920045
(Tabela 9, Anexos 11A a 17A).

O hibrido BR304 foi suscetivel a 135 entre os 158 isolados avaliados
(Tabela 9). Este resultado explica a alta suscetibilidade de BR304 em campo, ja
que, independente da raga a que pertencem e da frequéncia na populagdo do
patdégeno, muitos isolados sdo virulentos a tal genotipo. Assim, logo que as
condigdes sejam favoraveis, uma severa epidemia pode ocorrer, como também

acontece com o padrdo de suscetibilidade BR0O09.

TABELA 9 Frequéncia de viruléncia de 158 isolados de C. sublineolum a quinze
genotipos de sorgo.

Genétipos Ne° de isolados Ne° de isolados FV.
virulentos avirulentos

Volumax 3 155 0.019
DAS740 10 148 0,063
SC283 22 136 0,139
Ponta Negra 46 112 0,291
BRS308 51 107 0,323
1G150 53 105 0,335
1F305 54 104 0,342
735005 72 86 0,456
9920045 83 75 0,525
BR310 92 66 0,582
9920044 103 55 0,652
DKB599 122 36 0,772
BR304 126 32 0,797
SHS500 131 27 0,829
BR009 158 0 1,000

'F.V .= n° isolados virulentos/total de isolados amostrados.
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Embora SC283 tenha apresentado resisténcia a doenca, situagdo
semelhante a de BR304 parece acontecer com tal linhagem. Em 1987, SC283
foi resistente contra todas as ragas de C. sublineolum no Brasil (Casela &
Ferreira, 1987). Em 1990 e 1991, foram observadas frequéncias de viruléncia de
0,045 e 0,082, respectivamente (Casela & Ferreira, 1995). Neste trabalho, FV de
0,139 e severidade acima de 15% em alguns locais foram observadas. Esses
resultados demonstram que ragas com viruléncia a SC283 estdo sendo
selecionadas. Trés linhagens, genitoras de BR310, 9920044 ¢ 9920045, sdo
descendentes de SC283, o que pode resultar em genes em comum para tais
hibridos. A ocorréncia de genes em comum entre hibridos pode favorecer a
quebra de resisténcia pelo surgimento de novas ragas do patégeno, devido ao
estreitamento da base genética (Pink, 2002; Adugna, 2004).

As variagdes na severidade da antracnose e na frequéncia de viruléncia
observadas podem ser também efeito de adaptacdo do patdgeno ao hospedeiro,
devido a selecdo direcional que faz com a resisténcia genética possa funcionar
em um local e em outro ndo (Flor, 1971; Vanderplank, 1984; Cardwell &
Werhrly, 1997; Silva et al., 2008). Um exemplo disso ¢ que 12 entre os 22
isolados virulentos a SC283 sdo de Sete Lagoas, local onde o genotipo ¢
plantado praticamente todo o ano.

Além dos fatores genéticos e da populacdo do patoégeno, as condigdes
ambientais em cada local podem interferir em produtos dos genes, como
enzimas e proteinas, que podem ser inativadas pelo calor, resultando em
suscetibilidade ou, ao contrario, a produ¢ao de maior quantidade de cera, que
promovera resisténcia adicional (Cardwell & Werhrly, 1997). Trabalhos que
busquem esse tipo de informagao podem ajudar melhoristas e fitopatologistas na
obtencdo de cultivares mais resistentes e estaveis, sob condi¢des diferentes de

clima.
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E importante ressaltar que, em alguns experimentos em casa de
vegetagdo, ocorreu infecgdo por Peronosclerospora sorghi (Weston & Uppal) C.
G. Shaw, agente etiologico do mildio. Em um mesmo vaso, observou-se que
somente plantas infectadas por P. sorghi foram suscetiveis a antracnose. A
suscetibilidade a antracnose em DAS740 a sete, entre dez isolados virulentos, e
em Volumax, a um entre trés isolados virulentos, ocorreu sob esta condicdo.
Embora uma baixa FV tenha sido observada para estes gendtipos, a ocorréncia
de mildio foi determinante para o seu aumento. A importancia desse fato ¢ que,
se esta situagdo ocorrer com frequéncia em condi¢des de campo, havera aumento
da severidade da antracnose com consequente perda em produgdo. E necessaria a
busca de informacdes a respeito da interagdo entre infecgdo por P sorghi e
suscetibilidade a C. sublineolum, visto que a ocorréncia de mildio pode ter
debilitado as plantas infectadas, favorecendo o aumento da antracnose e a
ocorréncia das duas doengas ao mesmo tempo, podendo acarretar prejuizos
maiores que quando separadas.

O comportamento dos hibridos nos diferentes locais foi mantido, embora
diferencas nas condi¢des de cada local possam ter levado a uma maior ou menor
incidéncia de doenga. Assim, os hibridos Volumax, DAS740, 1G150 e 735005
podem ser considerados portadores de alta resisténcia a diferentes populagdes de
C. sublineolum. Embora algumas variagdes nos niveis de severidade tenham
ocorrido, os hibridos BRS308, 9920045, 9920044 ¢ 1F305 foram resistentes a
doenca, enquanto DKB599 ¢ BR310 foram moderadamente suscetiveis. Alta
suscetibilidade foi apresentada pelos hibridos BR304, SHS500 e Ponta Negra.

A resisténcia a patogenos pode ser durdvel por diversas razdes e ndo
somente em funcdo das propriedades dos genes. Entre os fatores que podem
influenciar a resisténcia incluem-se o sistema de cultivo utilizado, a heran¢a da
resisténcia, a variabilidade na populacdo do patégeno, como ja citado, o ciclo de

vida do hospedeiro e do patégeno, o tamanho da populacdo do patdogeno e a
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forma de utilizacdo de genes de resisténcia (Parlevliet, 1993; Adugna, 2004).
Associar a resisténcia genética com o manejo dos genes por meio de utilizagdo
de estratégias, entre as quais a rotagdo de genotipos, pode contribuir para que a
durabilidade seja preservada por mais tempo, especialmente quando nao houver
associagdo de viruléncia a dois ou mais hibridos, como se pode ver com mais

detalhes no capitulo que se segue.
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4 CONCLUSOES

Os hibridos Volumax, DAS740, 1G150 e 735005 apresentaram alta
resisténcia em todos os locais e resisténcia foi apresentada pelos hibridos
BRS308, 9920045, 9920044 ¢ SC283. Resisténcia intermediaria foi observada
para DKB599 e BR310.

Os hibridos BR304, SHS500 e Ponta Negra apresentaram alta
suscetibilidade em todos os locais.

Baixa frequéncia de viruléncia dos isolados de C. sublineolum foi

observada para os hibridos Volumax, DAS740 e SC283.
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CAPITULO 3: ESTRUTURA POPULACIONAL E ASSOCIAQAO DE
VIRULENCIA DE Colletotrichum sublineolum A HIBRIDOS DE SORGO
EM DIFERENTES LOCAIS DO BRASIL
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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar a estrutura
populacional de Colletotrichum sublineolum Henn. por meio da avaliagdo da
viruléncia em hibridos de sorgo e identificar combinagdes de hibridos para as
quais ndo exista viruléncia associada, em diferentes localidades de cultivo. As
plantas foram inoculadas com 158 isolados monosporicos obtidos de Campo
Novo do Parecis, MT, Goiania, GO, Jardindpolis, SP, Patos de Minas, MG,
Pelotas, RS, Primavera do Leste, MT, Rio Verde, GO e Sete Lagoas, MG. Cento
e vinte e uma ragas do fungo foram designadas por meio de sistema binario. Em
seguida, a populacdo foi caracterizada quanto a diversidade fenotipica por meio
de indices de Shannon, Gleason e Simpson, ¢ de um indice de complexidade e
quanto a sua distribui¢do nas localidades. A associagdo de viruléncia foi
caracterizada por analise de coeficiente de associagdo de patogenicidade (CAP)
e coeficiente de viruléncia (CAV) e analisados estatisticamente por meio do
teste qui-quadrado. A raga mais complexa, 247.127, virulenta a quatorze dos
quinze gendtipos de sorgo avaliados, foi detectada somente em Patos de Minas e
em baixa frequéncia. O padrao mais frequente foi encontrado em Pelotas e Sete
Lagoas e representou 3,80% do total de isolados amostrados. Prevaleceram ragas
com viruléncia a sete genotipos de sorgo na populagdo do fungo. Os maiores
indices de diversidade fenotipica ¢ de complexidade ocorreram em Sete Lagoas.
Os hibridos com maior nimero de combinagdes com auséncia de associagdo de
viruléncia foram Volumax, DAS740 e SC283, de acordo com CAP e CAV.

*Comité orientador: Hilario Antdnio de Castro — UFLA (orientador), Carlos
Roberto Casela — Embrapa/ Milho e Sorgo (coorientador).
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ABSTRACT

The objective of this work was to characterize the Colletotrichum
sublineolum Henn population through virulence evaluation in sorghum hybrids
and identification of hybrids combinations that does not have virulence
association, in different locations. Plants were inoculated with 158 monosporic
isolates from Campo Novo do Parecis, MT, Goiania, GO, Jardinopolis, SP,
Patos de Minas, MG, Pelotas, RS, Primavera do Leste, MT, Rio Verde, GO, a
Sete Lagoas, MG. One hundred twenty one races of the fungus were designated
through binary system. The population was characterized as phenotypic diversity
through Shannon, Simpson and Gleason index, and one complexity index, and
their distribution in the locations. The virulence association was characterized
for pathogenicity (PAC) and virulence (VAC) coefficients and analyzed
statistically through y” test. The more complex race 247.127, virulent to fourteen
sorghum genotypes, was detected only in Patos de Minas in a lower frequency.
The more frequent race was found in Pelotas and Sete Lagoas and represented
3.80% of the total sampled isolates. Races prevailed with virulence to seven
sorghum genotypes in the fungal population. Higher diversity and complexity
index occurred in Sete Lagoas. The hybrids with greatest number of
combinations without virulence association were Volumax, DAS740 and SC283,
according to CAP and CAV.

*QGuidance comitee: Hilario Antonio de Castro — UFLA (Advisor), Carlos
Roberto Casela — EMBRAPA/ CNPMS (Co - advisor).
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1 INTRODUCAO

A antracnose ¢ a principal e mais devastadora doenca que ameaca a
producdo da cultura do sorgo no Brasil. A doenca reduz a produgdo no campo e
¢ favorecida por condi¢cdes de umidade e temperaturas altas, podendo provocar
perdas severas, mesmo em regides com breves periodos de chuva, seguida de
seca prolongada. A antracnose tem como agente etiologico Colletotrichum
sublineolum Henn. Este fungo infecta todas as partes da planta, porém, a fase
foliar da doenga ¢ a mais importante, por reduzir a producao de gréos e de
forragem em 50% ou mais, dependendo da severidade da epidemia (Pande et al.,
1994; Casela et al., 1998, 2004; Mathur et al., 2003).

Variabilidade em C. sublineolum foi inicialmente demonstrada por
Harris & Johnson (1967), quando observaram variagdes no grau de resisténcia
entre as cultivares de sorgo que foram atribuidas a existéncia de ragas na
populagdo do patdogeno. No Brasil, a ocorréncia de racas fisiologicas de C.
sublineolum foi demonstrada pela primeira vez por Nakamura (1982), quando
cinco ragas foram identificadas com base na reacdo diferencial de cinco
cultivares de sorgo a isolados do patégeno obtidos de plantas infectadas de
diferentes regides do pais. Sete ragas foram posteriormente identificadas, tendo
por base a reagdo diferencial de doze cultivares de sorgo (Ferreira & Casela,
1986). Mais recentemente, Casela et al. (2004) e Silva et al. (2008) observaram
grande numero de racas do patégeno no Brasil e, muitas das quais, apresentando
alta complexidade e ocorrendo com frequéncia relativamente alta em populagdes
do patdgeno. A alta frequéncia de racas complexas pode implicar na ocorréncia
de associagOes de viruléncia a hibridos comerciais ¢ determinar o aumento na
severidade da doenga. Segundo Casela et al. (1998), essa situagdo ¢ observada

com frequéncia na populacdo de C. sublineolum e é consequéncia da capacidade
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adaptativa do fungo, o que tem limitado o uso da resisténcia vertical para o
controle do patdgeno.

Apesar de existirem varias estratégias que visam ao manejo da
resisténcia genética a doencas causadas por patdégenos de alta variabilidade, de
modo a aumentar a sua durabilidade e a sua estabilidade, informacdes a esse
respeito ainda sdo escassas para o sorgo no Brasil. Bom exemplo disso foi a
recente quebra da resisténcia a antracnose, verificada no hibrido granifero
BR304, associada, provavelmente, a expansio da area de plantio com a cultura e
ao grande numero de anos de permanéncia deste material no mercado.
Provavelmente, isso ndo teria ocorrido se estratégias de manejo fossem
implementadas, como, por exemplo, um sistema de rotagdo entre esse e outros
hibridos. Conhecendo-se a estrutura de populagdes de C. sublineolum quanto a
viruléncia, é possivel estabelecer estratégias que limitem a capacidade adaptativa
do patdgeno e, com isso, diminuir as perdas causadas pela doenca. Diante desses
fatos, avaliar a reagdo de hibridos comerciais e pré-comerciais e caracterizar a
estrutura de diferentes populagdes do patdégeno constituem uma etapa
imprescindivel ndo s6 para os trabalhos de melhoramento mas também para o
estabelecimento de estratégias de manejo que permitam diminuir a severidade da
doenca e preservar genes de resisténcia nos hibridos.

Este trabalho foi realizado com os objetivos de caracterizar populagdes
de Colletotrichum sublineolum por meio da avaliagdo da estrutura de viruléncia
e identificar combinac¢des de hibridos para os quais a viruléncia encontra-se
dissociada nessas populacdes e que possam ser utilizados na validagdo de

estratégias de manejo da resisténcia.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nas dependéncias da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa Milho e Sorgo, localizada em
Sete Lagoas, MG, no periodo de janeiro de 2008 a agosto de 2009. Utilizaram-se
a infraestrutura do Laboratorio de Resisténcia de Plantas a Doengas ¢ casas de
vegetacgao.

Para a caracterizagdo da diversidade populacional de C. sublineolum,
foram utilizados os quinze hibridos de sorgo dos ensaios de campo do capitulo
anterior. Foram testados 158 isolados monospoéricos do patégeno obtidos em
Campo Novo do Parecis, MT, Goidnia, GO, Jardinopolis, SP, Mineiros, GO,
Patos de Minas, MG, Pelotas, RS, Primavera do Leste, MT, Rio Verde, GO ¢
Sete Lagoas, MG. A produgdo e o preparo de inoculo seguiram a metodologia
desenvolvida por Ferreira & Casela (1986), como descrito no capitulo 1, pagina

36.

2.1 Avaliacéo

As plantas foram avaliadas para o tipo de infec¢ao aos 12 dias apds a
inocula¢do, utilizando-se uma chave descritiva com valores de 1 a 5, conforme
Cardwel et al. (1989), em que: 1 - presenca de pequenas pontuagdes necrdticas;
2 - presenga de pequenas manchas avermelhadas; 3 - lesdes necrdticas, algumas
vezes alongadas, mas, sem a presenca de esporulagdo; 4 - lesdes necroticas com
a presenga de acérvulos no centro ¢ 5 - lesdes necroticas, algumas vezes
coalescidas, com a presenca de abundante esporulacao.

Duas classes de reagdo foram consideradas: R = reagdo de resisténcia,
incluindo as notas 1, 2 ¢ 3 ¢ S =rea¢do de suscetibilidade, incluindo as notas 4 ¢

5.
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2.4 Andlise e interpretacdo dos resultados

As notas transformadas em reagdo (suscetivel ou resistente) designaram
racas do fungo por modificacdo do sistema binario de Habgood (1970). Cada
hibrido componente da série diferencial recebeu um nimero binomial, iniciado
por 1. Os oito primeiros hibridos, incluindo o padrao de suscetibilidade BRO09 e
o de resisténcia, SC283, receberam niimeros que variaram de 1 a 128. Os outros
sete hibridos receberam, da mesma forma, um numero binomial, que variou de 1
a 64. Reacdes de suscetibilidade dos hibridos para um mesmo isolado foram
entdo somadas, identificando-se, assim, o padrdo de viruléncia de cada isolado
(Tabela 1). Neste trabalho, os padrdes de viruléncia foram chamados de ragas,
embora a série diferencial usada tenha sido os genotipos de sorgo citados acima
e ndo uma série diferencial padrdo, em que os genes de resisténcia de cada

genotipo € conhecido.

TABELA 1 Sistema de designacdo de ragas de C. sublineolum.

Série diferencial Valor binario Valor decanario "Reacio
BR0O09 20 1 S
SC283 2! 2 R

Volumax 22 4 S
1F305 23 8 R
SHS500 24 16 R
735005 2’ 32 R
Ponta Negra 26 64 R
DKB599 27 128 R
BR304 20 1 S
BR310 2! 2 R
BRS308 2? 4 R
9920044 2} 8 R
9920045 24 16 R
1G150 2’ 32 R
DAS740 2° 64 R

'A reacdio dos genotipos nesta tabela ¢ ilustrativa. O nome da raca, nesse caso,
seria 05.01.
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Foi realizada uma analise da estrutura de viruléncia da populacdo e a
identificacdo de associagdes de patogenicidade e de viruléncia nas populacdes
do patoégeno (Browder & Eversmeyer, 1977; Lebeda, 1981).

A diversidade fenotipica de cada subpopulacdo foi calculada por meio
dos indices de Shannon, Simpson e Gleason, conforme Groth & Roelfs (1987) e
a complexidade segundo Andrivon & Vallavieille-Pope (1995). As formulas de
cada indice seguem descritas abaixo:

Shannon: Sh = - X pi In (pi)

em que pi é a frequéncia da raga i na populagio;

Simpson: Si =X [ni (ni -1)/ N (N-1)]
em que ni ¢ o numero de isolados pertencentes a raga i

N ¢é o tamanho da amostra e

Gleason: Gl = (r-1)/ In (N)
em que r € o nimero de fenotipos distintos na amostra;

N ¢é o nimero de individuos na amostra.

O indice de complexidade ¢ baseado na frequéncia relativa do fenotipo

na amostra e o seu numero de viruléncias e ¢ calculado pela formula:

Ci=Z (pi.vi)

em que pi é a frequéncia da raca na amostra e vi ¢ o nimero de viruléncias da
raga.

Indices de diversidade sdo utilizados para descrever a diversidade
intraespecifica de ragas em popula¢des de diversos patdgenos. Os indices de
Shannon e Simpson sdo baseados na frequéncia relativa dos diferentes fenotipos
do patéogeno e medem o numero de fendtipos distintos na amostra e a

uniformidade da sua distribui¢do. Para comparar duas populagdes de tamanho
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variavel, e que aparentemente ndo diferem entre si quanto ao grau de
dominédncia dos fenodtipos ou quanto ao numero de fendtipos, o indice de
Shannon pode ser a melhor escolha. Porém, se o interesse ¢é verificar
primeiramente o grau de domindncia de determinadas ragas na populagao,
recomenda-se usar o indice de Simpson, que é mais sensivel que o indice de
Shannon, embora ambos sejam aceitdveis. Ja4 o indice de Gleason se baseia
apenas no nimero de fendtipos diferentes obtidos em relagdo a um determinado
numero de isolados (Groth & Roelfs, 1987; Kolmer, 1991a).

O indice de complexidade, que se baseia na frequéncia relativa e no
numero de viruléncia de determinada amostra, possibilita analisar a populagio
quanto a adaptagdo aos genotipos da cultura em diferentes regides de plantio.

As ragas foram analisadas também quanto a sua viruléncia e distribuicdo
em cada local amostrado. A frequéncia de viruléncia a cada genotipo foi
calculada dividindo-se o ntimero de isolados virulentos pelo total de isolados
amostrados em cada local.

Para detectar a ocorréncia de viruléncia associada ou dissociada a dois
hibridos a ¢ b, componentes da série diferencial, os isolados inoculados foram
classificados em uma das quatro possiveis categorias de aviruléncia ou
viruléncia: VaVb, isolado virulento ao hibrido a e b; VaAb, isolado virulento ao
hibrido a e avirulento ao hibrido b; AaAb, isolado avirulento a ambos os
hibridos ¢ AaVb, isolado avirulento ao hibrido a e virulento ao hibrido b.
Baseando-se nestes dados, foram calculadas as frequéncias, esperada e
observada, de cada uma das quatro categorias de viruléncia e aviruléncia
descritas acima. As frequéncias esperada e observada, em cada categoria, foram
comparadas por meio do teste y° (Lebeda, 1981). Uma associagio positiva de
viruléncia ocorre quando os valores observados significativamente excedem os

esperados nas categorias VaVb e AaAb e uma associagdo negativa ocorre
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quando os valores observados sdo significativamente inferiores aos esperados
nas mesmas categorias (Alexander et al., 1984; Casela et al., 1998).

As associagdes de patogenicidade e de viruléncia foram calculadas para
cada combinagdo de hibridos a e b da série diferencial, por meio de coeficiente
de associacdo de patogenicidade (CAP) e um coeficiente de associa¢do de
viruléncia (CAV), conforme as seguintes expressdes (Browder & Eversmeyer,
1977):

CAP = numero de isolados AaAb + niimero de isolados VaVb/numero total de
isolados e
CAYV = numero de isolados VaVb/nimero total de isolados.

Valores de CAP e CAV muito préximos entre si indicam alta proporgao
de isolados com viruléncia associada aos hibridos, enquanto altos valores de
CAP e baixos valores de CAV indicam que a maioria dos isolados na populagio
nao possui viruléncia associada aos dois hibridos a e b. O cruzamento entre tais
linhagens pode resultar em hibridos com resisténcia de alta durabilidade (Casela
et al., 1998).

Segundo Browder & Eversmeyer (1987), dados de coeficientes de
associagdo de patogenicidade (CAP) e de viruléncia (CAV) fornecem
informag@o completa a respeito da relagdo de um par de genotipos e a populagio
do patdgeno. A diferenca entre CAP e CAV de um dado par indica a frequéncia
da populacao que tem aviruléncia a ambas as linhagens. A diferenca entre 1,00 e
o valor de CAP (1 - CAP) indica a por¢ao da populagdo que ataca um dos dois
hibridos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estrutura populacional de C. sublineolum em diferentes locais no Brasil

Foram detectadas 121 ragas de C. sublineolum, entre 158 isolados
monosporicos testados nos 15 gendtipos de sorgo, em casa de vegetacdo, tendo
sido identificadas 18 em Campo Novo do Parecis, 21 em Goidnia, 33 em
Jardinépolis, 7 em Patos de Minas, 16 em Pelotas e 39 em Sete Lagoas. Entre os
158 isolados, 2 de Mineiros, 1 de Primavera do Leste e 2 obtidos de SC283, em
2009 (um em Rio Verde e outro em Sete Lagoas), constituiram 3 ragas. Os
isolados obtidos de SC283 foram identificados como uma unica raga (Tabela 2).
As reagdes dos genoétipos de sorgo avaliados estdo descritas nas Tabelas 12A a
17A (Anexo A).

Do total de 121 ragas, 107 foram encontradas somente em uma
localidade, 10 em duas localidades, 4 em trés localidades e nenhuma esteve
presente em todas as localidades (Tabela 2). O grande numero de racas
identificadas neste trabalho reforca relatos anteriores de alta variabilidade em C.
sublineolum (Harris & Sowel, 1970; Frederiksen & Rosenow, 1971; Pastor-
Corrales & Frederiksen, 1978; Rosewich et al., 1998; Casela et al., 2004; Silva
et al., 2008).

Baixa frequéncia das ragas foi observada em todos os locais, tendo a raga
177.27, que correspondeu a 3,80% do total de isolados testados, sido a mais
frequente. Esta raca foi observada em Pelotas, onde representou 21,7% dos
isolados e em Sete Lagoas, onde foi identificada apenas uma vez. A segunda
ragca com maior frequéncia, 145.11, foi observada em Campo Novo do Parecis,
Pelotas e Sete Lagoas e representou 2,53% do total de isolados amostrados
(Tabela 2). A baixa frequéncia das ragas pode ser reflexo do nimero de isolados

amostrados em cada local, visto que maior amostragem possibilitaria uma
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identificagdo mais adequada. Maior numero de isolados avaliados possibilitou a
identificagdo de 75 ragas, entre 314 isolados amostrados por Casela et al. (2004)
e 70 ragas, entre 289 isolados amostrados por Silva et al. (2008). Em ambos os
trabalhos, algumas ragas prevaleceram sobre outras, nas populacdes avaliadas.
No primeiro caso, seis ragas corresponderam a 68% do total de isolados e, no
segundo caso, seis ragas corresponderam a 46,71% dos isolados. Outro fator que
pode ter influenciado o resultado do presente trabalho é a série diferencial
composta por hibridos de varias empresas e, portanto, com base genética
diversificada e que pode ter determinado, por consequéncia, o grande numero de
racas observadas.

Pela distribuicdo e viruléncia das ragas observa-se que aquelas com
viruléncia intermediaria prevaleceram em relagdo as de menor e de maior
viruléncia, em todos os locais, com exce¢do de Sete Lagoas. Entre as ragas
identificadas, foi observada maior porcentagem daquelas com numero de
viruléncia igual a 6, 7 e 8, com valores de 27,85% e 12,66%, ¢ 10% e 76%,
respectivamente (Tabela 2, Figura 1). Embora tenha usado linhagens
restauradoras e macho-estéreis de sorgo como diferenciadoras de viruléncia, este
resultado estd de acordo com o obtido por Silva et al. (2008) quanto a
predomindncia de ragas com numero intermediario de viruléncia. Muitos
genotipos avaliados pertencem ao programa de melhoramento da Embrapa-
CNPMS, entre eles os hibridos 9920044 ¢ 9920045, descendentes de um mesmo
par de linhagens avaliadas no trabalho acima citado. Estes dois hibridos,
provavelmente, possuem genes em comum, o que pode explicar, em parte, tais
resultados.

Nenhum isolado foi virulento a todos os genoétipos de sorgo avaliados. O
nimero maximo de viruléncias foi observado na raga 247.127, virulenta a
quatorze genotipos e presente apenas em Patos de Minas. Embora apenas sete

isolados tenham sido testados em Patos de Minas, a presen¢a de um isolado com
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viruléncia a quatorze genoétipos (somente 1F305 foi resistente) indica que pelo
menos uma raga de ampla viruléncia ocorre neste local. Este isolado foi
amostrado no hibrido BR310 que, dessa forma, constitui fonte de in6culo e pode
favorecer o aumento de sua frequéncia, se cultivado sucessivamente, com
consequente aumento na severidade da doenga em hibridos suscetiveis (Tabela

2).

TABELA 2 Distribuigio e frequéncia de 121 ragas de C. sublineolum em seis
locais no Brasil.

R 2 = @ w 2 @
acas : -g g 2 n & 3 o 3 L 9 2 [SER3)
“F § § £5 = 2% T2 2= &
©5 3 = Ay & S 48 8 < E
=] < 3 >
k]
01.00 1 1 1 3 1899 !
01.24 1 1 0.6
01.35 1 1 0.633 3
03.00 1 1 0.633 2
09.40 1 1 0.633 3
09.76 1 1 0.633 4
17.00 1 1 0.633 2
17.01 1 1 0.633 3
17.08 1 1 0.633 3
17.09 1 1 0.633 4
17.11 1 1 0.633 5
17.27 1 1 0.633 6
17.40 1 1 0.633 4
17.59 1 1 0.633 7
17.97 1 1 0.633 4
19.01 1 1 0.633 4
19.27 1 1 0.633 7
25.04 1 1 0.633 4
49.11 1 1 0.633 6
4927 1 1 0.633 7
5721 1 1 0.633 8
57.63 1 1 0633 10
65.00 2 2 1.266 2
81.00 1 1 0.633 3
81.01 1 1 0.633 4
81.25 1 1 0.633 6
81.27 1 1 0.633 7
89.24 1 1 0.633 6
89.63 1 1 0633 10
113.09 1 1 0.633 6
113.19 1 1 0.633 7
121.25 1 1 0.633 8
121.43 1 1 0.633 9
129.00 1 1 0.633 2

“...continua...”
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129.01 1 1 0.633 3
129.03 1 1 2 1266 4
129.17 1 1 0.633 5
129.40 1 1 0.633 4
131.27 1 1 0.633 7
137.03 1 1 0.633 5
137.04 1 1 0.633 4
137.37 1 1 0.633 5
137.43 1 1 0.633 7
137.60 1 1 0.633 7
145.01 1 1 2 1266 4
145.03 1 1 0.633 5
145.09 1 1 0.633 5
145.11 1 2 1 4 2532 6
145.27 1 1 1 3 1.899 7
145.31 1 1 0.633 8
145.43 1 1 2 1266 7
145.49 1 1 0.633 7
145.51 1 1 0.633 7
145.59 1 1 1 3 1.899 7
147.25 1 1 0.633 7
153.04 1 1 0.633 5
153.07 2 1 3 1.899 7
153.24 1 1 0.633 8
153.29 1 1 0.633 8
153.31" 1 0.633 4
153.63 3 3 1.899 10
155.05" 1 0.633 7
161.00 1 1 0.633 3
161.09 1 1 0.633 5
161.19 1 1 0.633 6
161.34 1 1 0.633 5
169.05 1 1 0.633 6
169.06 1 1 0.633 6
177.05 1 1 0.633 6
177.11 1 2 3 1.899 7
177.19 1 1 2 1266 7
177.242 2 3 1.899 7
177.27 5 1 6 3.797 8
177.56 1 1 0.633 7
177.59 1 1 2 1266 9
177.63 2 2 1266 10
177.105 1 1 0.633 7
179.11 1 1 0.633 8
179.27 2 2 1266 9
185.15 1 1 0.633 9
185.37 1 1 0.633 8
185.41 1 1 0.633 8
185.59 1 1 0.633 10

'Isolados amostrados em Mineiros, GO.
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“TABELA 2, Cont.”

g < = % %) ©n @ §3) %
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O Q S ~ o Z32 9 Z B
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185.61 2 2 1.266 10
185.63 3 3 1.899 11
185.79 2 2 1.266 10
187.63 1 1 0.633 12
187.127 1 1 0.633 13
195.00° 2 1.266 4
195.01 1 1 0.633 5
209.01 1 0.63 5
209.03 1 1 0.633 6
209.11 1 1 0.633 7
209.25 1 1 0.633 7
209.33 1 1 0.633 6
209.48 1 1 0.633 6
209.56 1 1 0.633 7
209.59 1 1 0.633 9
209.91 1 1 0.633 9
211.49 1 1 0.633 7
217.04 1 1 0.633 6
219.63 2 2 1.266 13
241.19 1 1 0.633 8
241.41 1 1 0.633 8
241.51 1 1 0.633 9
241.56 1 1 0.633 8
241.57 1 1 0.633 9
241.63 1 1 0.633 11
243.127 1 1 0.633 13
247.127 1 1 0.633 14
249.07 1 1 0.633 9
249.12 1 1 0.633 9
24927 1 1 0.633 10
24931 1 1 0.633 10
24945 1 1 0.633 10
249 .46 1 1 0.633 10
249.59 1 1 0.633 11
249.127 1 1 0.633 13
251.63 1 1 0.633 13
251.123 1 1 0.633 13
251.127 1 1 0.633 13
25531 1 1 0.633 13
Total
ota 2 39 7 23 42 158 100
amostrado

’Um isolado foi amostrado em Primavera do Leste, GO. ‘Isolados amostrados
na linhagem SC283, em 2009, em Sete Lagoas ¢ Rio Verde.
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Somente em Sete Lagoas, ragas com 12 e 13 viruléncias foram
observadas e, entre 42 isolados amostrados, 34 tiveram numero de viruléncia
acima de sete, o que explica o maior indice de complexidade em comparacdo aos
demais locais (Tabelas 2 e 3, Figura 1). Maior complexidade neste local foi
também observada quando linhagens restauradoras e macho-estéreis foram
utilizadas como diferenciadoras de viruléncia (Silva et al., 2008). Segundo os
autores, isso pode ser consequéncia de uma resposta do patégeno a uma maior
diversidade genética do hospedeiro, dado o grande numero de genétipos de
sorgo presentes a cada ano na area experimental da Embrapa Milho e Sorgo,
onde ambos os ensaios foram realizados. Provavelmente, essa alta diversidade
genética no hospedeiro fez com que esses genes para aviruléncia se tornassem
necessarios na populagdo do patégeno e a selegdo direcional estaria atuando de
maneira a manté-los.

Apesar de ragas de maior complexidade terem prevalecido em Sete
Lagoas, racas de baixa complexidade também foram observadas. Tal fato sugere
que a selecdo estabilizadora esteja atuando, embora em menor intensidade que a
selecdo direcional, contribuindo para a manutencdo de um equilibrio na
populagdo do patdogeno, contra uma possivel extingdo dos fendtipo menos
virulentos (Kolmer, 1991b). Maior predominancia de ragas mais simples em
relagdo as mais complexas foi verificada por Casela et al. (2001), em estudo
sobre a capacidade competitiva entre ragas deste patogeno, indicando a
possibilidade de influéncia da viruléncia na habilidade adaptativa de C.
sublineolum. Considerando-se que o aciimulo de viruléncia desnecessaria resulta
em custo adaptativo para o patogeno, individuos com menor niimero de genes de
viruléncia, equivalentes aos genes de resisténcia do hospedeiro, estariam mais
aptos a predominar na populacdo do patdégeno (Vanderplank, 1984). De acordo
com Costa et al. (2003), em misturas de genotipos de sorgo, também se observa

a predominancia de ragas com grau intermediario de complexidade, enquanto,
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em populacdes hospedeiras uniformes e suscetiveis, ragas mais simples tendem a

predominar.

TABELA 3 Indices de diversidade fenotipica e complexidade de 121 ragas de C.
sublineolum, obtidas em cinco localidades no Brasil.

Tipo de indice

Indice de Indice de Indice de

Localidade diversidade de  diversidade de diversidade de Indice.de Ragas
. complexidade
Gleason Shannon Simpson

C. N. do Parecis 5,675 3,007 1,900 7,100 18
Goiania 6,470 3,028 0,955 6,091 21
Jardindpolis 8,735 3,423 5,846 6,359 33
Pelotas 4,784 2,529 5,739 6,217 16
Sete Lagoas 10,167 3,550 2,929 8,690 39

30,00 1

25,00 ~

20,00 ~

X 15,00

10,00 -

5,00 -

0,00 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Numero de viruléncias

FIGURA 1 Numero de viruléncias de 158 isolados de C. sublineolum a quinze
genotipos de sorgo.
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Campo Novo do Parecis foi o segundo local com predominéncia de ragas
mais complexas, conforme expresso pelo indice de complexidade, seguido por
Jardinépolis, Pelotas e Goiania (Tabela 3). Esses resultados diferem daqueles
observados anteriormente por Silva et al. (2008), em que o indice de
complexidade em Goiania foi igual ao de Sete Lagoas e, em Jardindpolis, foi o
menor entre esses trés locais. Porém, as metodologias usadas foram diferentes.

A maior diversidade, de acordo com os indices de Gleason ¢ Shannon,
foi encontrada em Sete Lagoas, seguida por Jardindpolis, Goidnia, Campo Novo
do Parecis e Pelotas, respectivamente. Houve variacdo na diversidade medida
pelo indice de Simpson, para o qual o maior valor foi apresentado em
Jardinopolis, seguido por Pelotas, Sete Lagoas, Campo Novo do Parecis e
Goiania, respectivamente (Tabela 3). Alta diversidade em Sete Lagoas ja havia
sido observada quando a populagdo do patdogeno foi avaliada pelo indice de
Shannon (Casela et al., 1998, 2000b, 2001; Silva et al., 2008).

Pelotas possui um menor numero de fendtipos distintos e algumas ragas
dominantes na populagdo em relagdo as outras, como foi observado pela
frequéncia de 177.27, que predominou sobre as outras racas. A populagdo de
Jardinépolis possui maior ntimero de fendtipos distintos, mas com maior
dominancia de algumas racas sobre as outras. Resultados anteriores mostram o
observado em Jardinopolis quanto a diversidade e a ocorréncia de fenotipos
distintos com prevalescéncia de alguns sobre os outros (Silva et al., 2008). Nos
outros locais, ha maior nimero de fendtipos distintos na amostra e que estdo
mais uniformes quanto a frequéncia na populacao (Tabela 3).

Algumas consideracdes devem ser feitas quanto aos indices de
diversidade e seu uso. O indice de Gleason informa sobre o nimero de fenotipos
distintos na amostra, mas ndo possibilita definir se essa populacdo tem uma
distribui¢@o mais uniforme quanto a frequéncia das ragas, como podem informar

os indices de Shannon e Simpson. Ainda, o fato de o indice de Shannon sofrer
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menor influéncia da variacdo no tamanho da amostra que os outros dois faz com
este seja recomendado em trabalhos nos quais esta variagcdo ocorre, enquanto o
indice de Simpson pode informar mais claramente sobre a domindncia na
frequéncia de algumas racas na populagdo ou se as ragas estdo bem distribuidas.
Se o valor estiver préximo de 0, a maioria das ragas esta em baixa frequéncia na
populacdo e, quanto mais proximo de 1, significa que algumas ragas aparecem
em maior frequéncia na populacdo em relacdo & maioria identificada. A
utilizagdo de mais de um indice de diversidade para a caracterizagdo da
populagdo do patégeno é, portanto, recomendavel, visto que cada um responde
mais sensivelmente a determinada caracteristica da populagdo, como visto

anteriormente.

3.2 Associacao de viruléncia em C. sublineolum a quinze genétipos de sorgo

Baixa frequéncia de viruléncia (FV) foi observada para os hibridos
Volumax e DAS740 e para a linhagem SC283, em todos os locais avaliados.
Alta FV foi observada para os hibridos SHS500, DKB599 ¢ BR304, em todos os
locais avaliados. Apenas BR009 foi suscetivel a todos os isolados em todos os
locais, o que determinou FV = 1. A frequéncia de viruléncia para os outros
hibridos variou entre locais (Tabela 4). As maiores FVs em relagdo aos hibridos
1F305, 735005, 9920044 ¢ 9920045 ¢ a linhagem SC283 foram observadas nos
locais de origem, ou seja, Jardindpolis (1F305) e Sete Lagoas. Tal fato pode
indicar que adaptagdo de C. sublineolum esta sendo favorecida nos locais de
origem dos hibridos, provavelmente devido a cultivos subsequentes desses
materiais, levando a sele¢do direcional para o aumento de racas com viruléncia a

tais genotipos.
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TABELA 4 Frequéncia de viruléncia de C. sublineolum de seis populagdes
no Brasil, a quinze gendtipos de sorgo.

C.N. do n s Patos de Sete
Genotipos de  Parecis Goiania  JardinGpolis Minas Pelotas Lagoas
sorgo 'N=20 N=22 N=39 N=7 N=23 N=42

’FV FV FV FV FV FV
BR0OO9 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
SC283 0.150 0.091 0.051 0.143 0.043 0.262
Volumax 0.000 0.000 0.000 0.143 0.000 0.048
1F305 0.000 0.182 0.564 0.286 0.000 0.381
SHS500 1.000 0.818 0.641 0.857 0.739 0.952
735005 0.400 0.318 0.436 1.000 0.478 0.619
P. Neera 0.150 0.682 0.231 0.429 0.000 0.405
DKB599 0.900 0.591 0.718 1.000 0.957 0.714
BR304 0.900 0.773 0.462 1.000 0.913 0.976
BR310 0.650 0.318 0.282 1.000 0.826 0.810
BRS308 0.400 0.136 0.513 0.286 0.043 0.357
9920044 0.700 0.409 0.564 0.714 0.696 0.881
9920045 0.350 0.455 0.462 0.429 0.478 0.786
1G150 0.150 0.318 0.436 0.286 0.174 0.476
DAS740 0.100 0.000 0.000 0.143 0.000 0.167

"'N= Numero de isolados avaliados, “FV= frequéncia de viruléncia ao hibrido.

A avaliagdo dos valores dos coeficientes de associagdo de
patogenicidade (CAP) e de viruléncia (CAV) permitiu identificar um total de
253 combinagdes entre genodtipos de sorgo que podem ser viaveis, quando
usadas para o manejo da resisténcia a antracnose. Entre elas, 48 em Campo
Novo do Parecis e Jardindpolis, 58 em Goidnia, 36 em Patos de Minas e Pelotas
e 27 em Sete Lagoas (Tabela 5). No entanto, muitas combina¢des ndo puderam
ser analisadas pelo teste y°, devido a ocorréncia de frequéncia esperada (FE)
abaixo de cinco (Ott, 1988). De um total de 108 combinagdes que apresentaram
altos valores de CAP e de CAV, pelo menos 68 foram significativamente
positivas para viruléncia, ou seja, ocorrem ragas com viruléncia associada aos
dois hibridos simultaneamente. O plantio consecutivo dos hibridos com
viruléncia associada pode favorecer o aumento da severidade da doenga para

ambos os hibridos, visto que o indculo inicial serd mantido nos restos culturais e
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a frequéncia de ragas virulentas podera ser aumentada a cada plantio. Entre os
locais avaliados, apenas em Patos de Minas nenhuma associa¢do positiva de
viruléncia foi observada, enquanto 5 foram verificadas em Campo Novo do
Parecis, 12 em Goiania, 24 em Jardinopolis, 7 em Pelotas e 20 em Sete Lagoas
(Anexos 1B a 6B). As combinagdes entre os hibridos forrageiros SHS500 x
Ponta Negra, em Campo Novo do Parecis, Goiania e Patos de Minas, e entre os
hibridos graniferos BR304 x 9920044, em todos os locais, sdo exemplos de
combinag¢des inviaveis para o manejo da resisténcia.

O coeficiente de associagdo de viruléncia (CAV) igual a =zero,
independente dos valores do coeficiente de patogenicidade (CAP), ocorreu nas
combinagdes com o hibrido Volumax, em Campo Novo do Parecis, Jardindpolis,
Goiania e Pelotas. Em Patos de Minas e Sete Lagoas, baixo valor de ambos os
coeficientes foi observado nas combinagdes com este hibrido. No entanto,
dissociacdao de viruléncia foi identificada em Patos de Minas, entre Volumax e
1F305, e Volumax x BRS308 (Tabela 5, Anexos 1B a 6B).

Da mesma forma, combina¢des com DAS740 apresentaram CAV igual a
zero, em Goidnia, Jardinopolis, Pelotas e algumas combina¢des em Campo
Novo do Parecis e, nas combinagdes com 1F305 ¢ BRS308, em Patos de Minas.
Em Campo Novo do Parecis, altos valores de CAP e baixos valores de CAV
ocorreram nas combinagdes de DAS740 com 1F305, 735003 e BRS308 e
valores baixos de CAP e¢ CAV, nas combinagdes com SHS500, DKB599,
BR304, BR310 ¢ 9920044. Em Patos de Minas, altos valores de CAP e baixos
valores de CAV foram observados nas combina¢des de DAS740 com SC283,
Volumax e 735005. Em Sete Lagoas, altos valores de CAP e baixos valores de
CAYV ocorreram nas combinagdes com SC283, Volumax 735005, Ponta Negra,
BRS308 e 1G150. As demais combinagdes de DAS740 em Sete Lagoas
apresentaram CAP e CAV baixos (Tabela 5). As combinagdes DAS740 x
SC283, em Campo Novo do Parecis; DAS740 x 9920045 ¢ DAS740 x 1G150,
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em Patos de Minas e DAS740 x SC283, em Sete Lagoas, foram identificadas
como dissociacdo de viruléncia. As combinagdes entre DAS740 x Ponta Negra e
DAS740 x SHS500 foram identificadas como associagdes positivas em Sete
Lagoas (Anexo 1B a 6B). Deve-se lembrar que a suscetibilidade deste hibrido
em casa de vegetagdo ocorreu, em sua maioria, em plantas infectadas por
Peronosclerospora sorghi e teve como consequéncia a ocorréncia de pelo menos
duas associagdes positivas.

A alta resisténcia dos hibridos Volumax e DAS740, observada em
campo, refletiu na baixa frequéncia de viruléncia apresentada pelos isolados a
estes hibridos e na auséncia de associagdes positivas de viruléncia da maior parte
de suas combinagdes. A utilizacdo desses hibridos em um sistema de rotagdo de
cultivares pode favorecer o controle da antracnose, por impor limites a
adaptacdo C. sublineolum, por meio da diminui¢do na frequéncia de ragas na
populacdo do patdégeno.

Em Campo Novo do Parecis, altos valores de CAP e baixos valores de
CAYV, ou ambos os coeficientes baixos, foram observados para a maior parte das
combinagdes. A linhagem SC283 apresentou CAV igual a zero na maioria das
combinagdes, tendo dissociagdo de viruléncia desta linhagem sido observada
com 1F305, 735005, DKB599, BR310, BRS308, 9920045, 1G150 ¢ DAS740.
Todas as combinagdes de Ponta Negra também apresentaram CAYV igual a zero,
exceto com SHS500, que foi identificada como associacao positiva. Dissociagdo
de virulencia foi também observada entre 1F305 com BR304, BR310, 9920044,
9920045 e 1G150, e entre SHS500 com DKB599 ¢ BR304. Associacdes
positivas ocorreram nas combinagdes entre BR310 x 9920044, 735005 x
9920045, 735005 x BRS308 e 1F305 x BRS308 (Tabela 5, Anexo 1B).

Em Goiania, alto CAP e baixo CAV foram observados entre as
combinagdes de BR310 com BRS308, 1G150, 9920044, 9920045 e 9920044,
9920044 x 9920045 e 9920044 x 1G150 (Tabela 5). Dissociagdo de viruléncia
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foi identificada entre SC283 com SHS500, 735005, BR310, BRS308, 9920044 ¢
1G150 e entre Ponta Negra, com 9920045 e 1G150, respectivamente. Doze
associagdes positivas foram observadas entre as seguintes combinac¢des: 1F305 x
BRS308, todas as combinagdes de 735005, exceto com Ponta Negra e DAS740
(Anexo 2B). O baixo nimero de associagdes positivas em Goidnia pode ser
explicado pela menor diversidade e complexidade observadas neste local.

Em Jardin6polis, altos valores de CAP e CAV foram observados nas
combinagdes de BR0O09 com 1F305, SHS500, DKB599, BRS308, 9920044 ¢
9920044, SHS500 x BR304 e 735005 x DKB599. Neste local, SC283
apresentou CAV igual a zero e dissociagdo de viruléncia em todas as
combinagdes, exceto com BR009 (Tabela 5). Vinte e trés associacdes positivas,
o maior namero entre os locais, foram observadas. Sdo elas: 1F305 x BRS308,
SHS500 x 9920045, SHS500 x 1G150, 735005 x P. Negra, 735005 x 9920045,
735005 x 1G150, P. Negra x BR304, P. Negra x BR310, P. Negra x BRS308, P.
Negra x 9920044, P. Negra x 9920045, P. Negra x 1G150, BR304 x BR310,
BR304 x BRS308, BR304 x 9920044, BR304 x 9920045, BR304 x 1G150,
BR310 x BRS308, BR310 x 9920044, BR310 x 9920045, BR310 x 1G150,
9920044 x 9920045 ¢ 9920044 x 1G150 (Anexo 3B). Entre as quatro ragas mais
frequentes em Jardinopolis, trés possuiam viruléncia a pelo menos dez genotipos
de sorgo e uma FV acima de 0,4 ocorreu para a maior parte dos hibridos, o que
pode ter determinado o maior nimero de associagdes positivas.

Altos valores de CAP e CAV ocorreram entre BR0O09 com SHS500,
DKB599, BR304, BR310 e 9920044, em Patos de Minas. A maior parte das
combinagoes teve alto CAP e baixo CAV, ou ambos os coeficientes com valor
baixo (Tabela 5). Nenhuma associacdo positiva foi identificada entre as
combinagdes neste local (Anexo 4B). Como dito antes, os isolados deste local

foram amostrados de BR310, portanto, suscetivel aos sete isolados, o que
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significa que a ocorréncia de baixos valores de CAV em algumas combinagdes
com este hibrido deve-se a reagdo de resisténcia do outro hibrido.

O melhor resultado para 1F305 foi observado em Pelotas, onde CAVs
igual a zero ocorreram. O mesmo resultado foi observado nas combinagdes entre
os hibridos BRS308 x 1G150 e entre a linhagem SC283 com 1F305, 735005,
Ponta Negra, 735005, BRS308 ¢ 1G150 (Tabela 5). Dissociacdo de viruléncia
ocorreu entre SC283 com SHS500, Ponta Negra, BRS308 ¢ 1G150, e entre
1G150 com BRS308 e 9920045. Foram observadas sete associagdes positivas,
das quais SHS500 x BR304, 735005 x 9920045, 735005 x 1G150, Ponta Negra
x BRS308, DKB599 x BR304, BR304 x BR310 e entre BR310 x 9920044
(Anexo 5B).

O maior numero de combinagdes com altos CAP ¢ CAV foi observado
em Sete Lagoas, onde nenhuma combinacdo apresentou CAV igual a zero.
Somente os hibridos SC283, Volumax, 1F305 ¢ DAS740 tiveram maior namero
de combinagdes com altos valores de CAP e baixos valores de CAV (Tabela 5).
Vinte associa¢des positivas foram encontradas, sendo elas entre SC283 x
BRS308, 1F305 x BRS308 , 1F305 x 1G150, SHS500 x BR304, SHS500 x
DAS740, Ponta Negra x DKB599, Ponta Negra x BRS308, Ponta Negra x
1G150 e Ponta Negra x DAS740, BR310 x 9920044, BR310 x 9920045 e
BR310 x 1G150 e BRS308 x 1G150 e entre o hibrido 735005 com todos os
outros, exceto com BR304 e DAS740 (Anexo 6B). Esses resultados sdo
consequéncia da complexidade e da alta diversidade na populagdo de C.
sublineolum observada em Sete Lagoas, como demonstrado pelos indices de
diversidade e de complexidade. Associagdo de viruléncia em populagdes de C.
sublineolum em Sete Lagoas ja havia sido observada anteriormente (Casela &
Ferreira, 1995; Casela et al., 2000b; Silva, 2006).

Combinag¢des com baixos valores de ambos os coeficientes ocorreram

com frequéncia nas populagdes avaliadas, indicando que a maior parte da
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populagdo esta dissociada para viruléncia, como em combinagdes entre BRS308

com 1G150, 99200444 e 9920045 e DAS740 x BR310.
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TABELA 5 Coeficientes de associacdo de patogenicidade (CAP) e viruléncia (CAV) a C. sublineolum em 105

combinagdes entre hibridos de sorgo, estimados em seis localidades.

Combinacdes C. N. do Parecis Jardinopolis Goiadnia Patos de Minas Pelotas Sete Lagoas
CAP CAV CAP CAV CAP CAV CAP CAV CAP CAV CAP CAV
BRO009 x SC283 0.150  0.150  0.026 0.026 0.091 0.091 0.143 0.143 0.087 0.087 0.262 0.262
BR009 x Volumax 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,143 0,143 0,000 0,000 0,048 0,048
BRO09 x 1F305 0350 0350 0564 0564 0.227 0227 0.143 0.143 0,000 0,000 0.357 0.357
BR009 x SHS500 0950 0950 0641 0641 02818 0818 1.000 1,000 0,826 0,826 0952 0.952
BRO009 x 735005 0350 0350 0436 0436 0364 0364 0286 0286 0435 0435 0,619 0.619
BRO09 x P.Negra 0,000  0.000 0231 0231 0.636 0.636 0429 0429 0.043 0.043 0.405 0.405
BR009 x DKB599 0,850 0,850 0,718 0,718 0,591 0,591 0,714 0,714 0957 0957 0.714 0,714
BR009 x BR304 0850 0850 0462 0462 0,773 0,773 1,000 1,000 0913 0913 00976 0,976
BR009 x BR310 0,600 0,600 0282 0282 0364 0364 1,000 1,000 0,870 0,870 0,786 0,786
BR009 x BRS308 0350 0350 0,513 0513 0,182 0,182 0,143 0,143 0,043 0,043 0,357 0,357
BR009 x 9920044 0,600 0,600 0,564 0,564 0455 0455 0571 0571 0,696 0,696 0,881 0,881
BRO09 x 9920045 0350 0350 0462 0462 0455 0455 0429 0429 0522 0522 0,786 0,786
BR009 x 1G150 0,150 0,150 0436 0436 0318 0318 0,143 0,143 0217 0217 0452 0,452
BR009 x DAS740 0,050 0,050 0,000 0,000 0,000 0,000 0,143 0,143 0,000 0,000 0.167 0,167
SC283 x Volumax 0,850 0,000 0974 0,000 0909 0,000 1,000 0,143 0913 0,000 0,738 0,024
SC283 x 1F305 0,500 0,000 0410 0,000 0,682 0,000 0571 0,000 0913 0,000 0,714 0,167
SC283 x SHS500 0,200 0,150 0333 0,000 0,182 0,045 0286 0,143 0,174 0,043 07310 0,262
SC283 x 735005 0,600 0,050 0,538 0,000 0,545 0,000 0,714 0,143 0478 0,000 0,500 0,190
SC283 x P. Negra 0,850 0,000 0,744 0,000 0455 0,091 0,714 0,143 0,870 0,000 0,619 0,143
SC283 x DKB599 0,200 0,100 0256 0,000 0,500 0,091 0,143 0,143 0,130 0,087 0,500 0,238
SC283 x BR304 0,300 0,150 0,513 0,000 0318 0,091 0,143 0,143 0,174 0,087 0.286 0,262
SC283 x BR310 0350 0,050 0,692 0,000 0,545 0,000 0,143 0,143 0217 0,087 0476 0,262
SC283 x BRS308 0,500 0,000 0462 0,000 0,727 0,000 0,571 0,000 0,870 0,000 0,762 0,190
SC283 x 9920044 0,450 0,100 0410 0,000 0,455 0,000 0429 0,143 0391 0,087 0,381 0,262
SC283 x 9920045 0,600 0,050 0,513 0,000 0,545 0,045 0,714 0,143 0,565 0,087 0476 0,262
SC283 x 1G150 0,700 0,000 0,538 0,000 0,682 0,045 0857 0,143 0,696 0,000 0,619 0.167
SC283 x DAS740 0,800 0,000 0974 0,000 0,909 0,000 1,000 0,143 0913 0,000 0,714 0,071
Volumax x 1F305 0,650 0,000 0436 0,000 0,773 0,000 0,571 0,000 1,000 0,000 0,690 0,048
Volumax x SHS500 0,050 0,000 0,359 0,000 0,182 0,000 0286 0,143 0,174 0,000 0,095 0,048
Volumax x 735005 0,650 0,000 0,564 0,000 0,636 0,000 0,714 0,143 0,565 0,000 0,429 0,048
Volumax x P. Negra 1,000 0,000 0,769 0,000 0364 0,000 0714 0.143 0,957 0,000 0,643 0,048

“...continua...”



“TABELA 5, Cont.”

Combinacdes C. N.do Parecis Jardindpolis Goiania Patos de Minas Pelotas Sete Lagoas

CAP CAV CAP CAV CAP CAV CAP CAV CAP CAV CAP CAV

8

Volumax x DKB599 0.150  0.000 0282 0000 0400 0000 0143 0143 0043 0000 0333 0048
Volumax x BR304 0.150  0.000 0538  0.000 0227 0.000 0.143 0.143  0.087 0.000 0.071 0.048
Volumax x BR310 0.400 0.000  0.718 0.000  0.636  0.000  0.143 0.143 0.130  0.000  0.262 0.048

Volumax x BRS308 0.650 0.000  0.487  0.000 0.818 0.000  0.571 0.000 0957  0.000  0.643 0.024

Volumax x 9920044 0.400 0.000 0436  0.000  0.545 0.000 0429  0.143 0304  0.000 0.167 0.048

Volumax x 9920045 0.650 0.000  0.538 0.000  0.545 0.000  0.714  0.143 0478  0.000 0.262 0.048

Volumax x 1G150 0.850 0.000 0564  0.000 0.682  0.000 0.857 0.143 0.783  0.000 0.548  0.024
Volumax x DAS740 0.950 0.000 1.000  0.000 1.000  0.000 1.000  0.143 1.000  0.000  0.833 0.024
1F305 x SHS500 0.400 0350 0564 0385 0409 0227 0429 0286 0.174  0.000 0357 0.333
1F305 x 735005 0.400 0.050 0564 0282  0.773 0.182 0857 0286 0565 0.000 0.595 0.286
1F305 x P. Negra 0.650 0.000  0.513 0.154 0318  0.091 0.857 0286 0957 0.000 0.619  0.190
1F305 x DKB599 0.400 0300 0.658 0474  0.545 0.182 0286 0286 0.043 0.000 0500 0.286
1F305 x BR304 0.300 0250 0.692 0359 0455 0227 028 0286  0.087 0.000 0.333 0.333
1F305 x BR310 0.450 0200  0.667  0.256  0.773 0.182  0.28 0286  0.130  0.000 0.429  0.286
1F305 x BRS308 1.000 0350 0.897 0487 0955 0.182 1.000 0286  0.957 0.000 0.810 0.262
1F305 x 9920044 0.250 0.100  0.641 0.385  0.591 0.136  0.571 0.286 0304  0.000 0476  0.357
1F305 x 9920045 0.500 0.100 0538 0282 0500  0.091 0.857 0286 0478 0.000 0476 0310
1F305 x 1G150 0.500 0.000 0.615 0308 0455 0.000 0429 0.000 0.783  0.000 0.810 0.310
1F305 x DAS740 0.700 0.050  0.436  0.000  0.773 0.000  0.571 0.000 1.000  0.000  0.667  0.095
SHS500 x 735005 0.400 0350 0.795 0436 0545 0364  0.571 0429  0.609 0435 0.619  0.595

SHS500 x P. Negra 1.000 0950 0590  0.231 0.727  0.591 0.571 0.429 0217  0.043 0.405 0.381
SHS500 x DKB599 0.800 0.800 0.667 0513 0.682 0545 0.857 0.857 0.870 0.826  0.667  0.667

SHS500 x BR304 0.800 0.800 0615 0359 0864 0.727 0857 0.857 0913 0826 0976 0952

SHS500 x BR310 0.650 0.600 0487 0205  0.545 0364 0857 0.857 0.783  0.739  0.786  0.762
SHS500 x BRS308 0.400 0350 0615 0385 0364 0.182 0429 0286 0217  0.043 0357 0333
SHS500 x 9920044 0.650 0.600 0718 0462 0.636 0455 0.571 0.571 0.783  0.652  0.881 0.857
SHS500 x 9920045 0.400 0350 0.769 0436 0.636 0455 0.571 0.429  0.609 0478  0.738  0.738

SHS500 x 1G150 0.200 0.150 0.744 0410 0500 0318 0429 0286 0304 0174 0452  0.429
SHS500 x DAS740 0.100 0.050 0359 0.000 0.182 0.000 028  0.143 0.174 0.000  0.048  0.000
735005 x P. Negra 0.650 0.000 0795  0.231 0.727 0364 0.714 0.286  0.609  0.043 0.786  0.405
735005 x DKB599 0.500 0350 0.667 0513  0.773 0364 0429 0429 0478 0435 0905 0.619

735005 x BR304 0.500 0350 0615  0.359 1.000 0364 0429 0429 0522 0435 0.643 0.619

735005 x BR310 0.750 0350 0487 0205 0.818 0.182 0429 0429 0.565 0435 0.833 0.619
735005 x BRS308 1.000 0350 0615 0385 0909 0364 0.857 0286  0.609  0.043 0.738 0357
735005 x 9920044 0.750 0350 0718 0462 0909 0364 0714 0429 0739 0435 0.738  0.619

..’continua...”
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Combinag@es C. N. Parecis Jardinopolis Goidnia Patos de Minas Pelotas Sete Lagoas
CAP CAV __CAP CAV_ CAP CAV CAP CAV_ CAP CAV_ CAP CAV
735005 x 9920045 1.000 0.350 0.769 0.436 0.909 0.364 1.000 0.429 0913 0.435 0.833 0.619
735005 x 1G150 0.800 0.150 0.744 0.410 0.955 0.318 0.571 0.143 0.783 0.217 0.833 0.452
735005 x DAS740 0.700 0.050 0359 0000 0636 0000 N R57 0286 0565 0000 0548 0167
P. Negra x DKB599 0.150 0.000 0.513 0.231 0.955 0.591 0.429 0.429 0.087 0.043 0.690 0.405
P. Negra x BR304 0.150 0.000 0.769 0.231 0.864 0.636 0.429 0.429 0.130 0.043 0.429 0.405
P. Negra x BR310 0.400 0.000 0.949 0.231 0.727 0.364 0.429 0.429 0.174 0.043 0.524 0.357
P. Negra x BRS308 0.650 0.000 0.718 0.231 0.545 0.182 0.571 0.143 1.000 0.043 0.952 0.357
P. Negra x 9920044 0.400 0.000 0.667 0.231 0.818 0.455 0.714 0.429 0.348 0.043 0.524 0.405
P. Negra x 9920045 0.650 0.000 0.769 0.231 0.818 0.455 0.714 0.286 0.522 0.043 0.619 0.405
P. Negra x 1G150 0.850 0.000 0.795 0.231 0.682 0.318 0.571 0.143 0.826 0.043 0.952 0.405
P. Negra x DAS740 0.950 0.000 0.769 0.000 0.364 0.000 0.714 0.143 0.957 0.000 0.762 0.167
DKB599 x BR304 0.800 0.750 0.641 0.410 0.727 0.545 1.000 1.000 0.957 0913 0.690 0.690
DKB599 x BR310 0.650 0.550 0.462 0.231 0.682 0.318 1.000 1.000 0913 0.870 0.690 0.595
DKB599 x BRS308 0.400 0.300 0.692 0.462 0.591 0.182 0.286 0.286 0.087 0.043 0.548 0.310
DKB599 x 9920044 0.650 0.550 0.538 0.410 0.520 0.280 0.714 0.714 0.739 0.696 0.643 0.619
DKB599 x 9920045 0.375 0.188 0.590 0.385 0.520 0.280 0.429 0.429 0.565 0.522 0.738 0.619
DKB599 x 1G150 0.300 0.150 0.173 0.108 0.640 0.280 0.286 0.286 0.261 0.217 0.595 0.381
DKB599 x DAS740 0.200 0.050 0.282 0.000 0.409 0.000 0.143 0.143 0.043 0.000 0.405 0.143
BR304 x BR310 0.750 0.600 0.821 0.282 0.591 0.364 1.000 1.000 0.957 0.870 0.452 0.429
BR304 x BRS308 0.500 0.350 0.949 0.462 0.381 0.143 0.286 0.286 0.130 0.043 0.381 0.357
BR304 x 9920044 0.750 0.600 0.897 0.462 0.682 0.455 0.714 0.714 0.783 0.696 0.905 0.881
BR304 x 9920045 0.500 0.350 1.000 0.462 0.682 0.455 0.429 0.429 0.609 0.522 0.810 0.786
BR304 x 1G150 0.300 0.150 0.974 0.436 0.545 0.318 0.286 0.286 0.304 0.217 0.476 0.452
BR304 x DAS740 0.200 0.050 0.538 0.000 0.227 0.000 0.143 0.143 0.087 0.000 0.190 0.167
BR310 x BRS308 0.750 0.350 0.769 0.282 0.818 0.182 0.286 0.286 0.174 0.043 0.571 0.357
BR310 x 9920044 1.000 0.600 0.718 0.282 0.769 0.308 0.714 0.714 0.826 0.696 0.905 0.786
BR310 x 9920045 0.750 0.350 0.821 0.282 0.769 0.308 0.429 0.429 0.652 0.522 1.000 0.786
BR310 x 1G150 0.550 0.150 0.846 0.282 0.955 0.318 0.286 0.286 0.348 0.217 0.667 0.452
BR310 x DAS740 0.450 0.050 0.718 0.000 0.636 0.000 0.143 0.143 0.130 0.000 0.381 0.167
BRS308 x 9920044 0.250 0.100 0.590 0.333 0.545 0.091 0.571 0.286 0.348 0.043 0.476 0.357
BRS308 x 9920045 0.500 0.100 0.538 0.256 0.455 0.045 0.857 0.286 0.522 0.043 0.571 0.357
BRS308 x 1G150 0.500 0.000 0.667 0.308 0.500 0.000 0.429 0.000 0.739 0.000 0.810 0.310
BRS308 x DAS740 0.700 0.050 0.487 0.000 0.818 0.000 0.571 0.000 0.957 0.000 0.667 0.095
9920044 x 9920045 0.550 0.250 0.795 0.410 0.727 0.318 0.714 0.429 0.769 0.423 0.714 0.690
9920044 x 1G150 0.550 0.150 0.769 0.385 0.682 0.227 0.571 0.286 0.348 0.130 0.524 0.429
9920044 x DAS740 0.450 0.050 0.436 0.000 0.545 0.000 0.429 0.143 0.304 0.000 0.238 0.143
9920045 x 1G150 0.600 0.050 0.718 0.308 0.773 0.273 0.571 0.143 0.409 0.091 0.571 0.405
9920045 x DAS740 0.600 0.000 0.538 0.000 0.545 0.000 0.714 0.143 0.478 0.000 0.333 0.143
1G150 x DAS740 0.800 0.000 0.564 0.000 0.682 0.000 0.857 0.143 0.783 0.000 0.619 0.119




O baixo valor de CAV indica que uma pequena parte da populagio de C.
sublineolum tem viruléncia associada aos hibridos. Cultivos consecutivos dos
hibridos com esse comportamento podem favorecer a selecdo de ragas
virulentas, aumentando-as na populagdo do patdégeno e, consequentemente,
elevando a incidéncia da antracnose. O manejo da resisténcia por meio da
rotacdo de cultivares pode atuar de forma a diminuir a frequéncia de racas
virulentas, se um par de hibridos com associacdo negativa for usado. Exemplo
disso foi observado em combina¢des de SC283, Volumax, 1G150 e DAS740.
Em muitos casos, os baixos valores de CAV observados foram determinados
pela resisténcia de um dos genétipos, como em combinagdes entre BR009, que
foi suscetivel a todas as ragas e entre BR304, que apresentou alta frequéncia de
viruléncia dos isolados testados, em todos os locais.

A presenca de associagdes positivas de viruléncia em C. sublineolum
pode também ter resultado da presenca de genes de resisténcia em comum entre
os genoétipos avaliados (Casela & Ferreira, 1995). Como dito anteriormente, uma
estreita base genética nos programas de melhoramento pode determinar tal
situacdo. Associacdes podem ocorrer também porque os genes controlando a
patogenicidade estdo ligados ou sdo alélicos ou, ainda, porque os genes que
determinam patogenicidade a uma determinada cultivar tém efeito pleiotropico
ou epistaticos que alteram a resposta de uma outra cultivar (Casela & Ferreira,
1995).

Até recentemente, as associacdes positivas na auséncia de recombinagdo
sexual em C. sublineolum, pelo menos em parte, eram explicadas considerando-
se que, em organismos de reproducdo predominantemente assexuada, uma
determinada combina¢do de genes de viruléncia pode ser mantida na populagio,
mesmo sem estar efetivamente ligados (Wolfe & Knott, 1982; Casela &
Ferreira, 1995; Casela et al., 2000a). No entanto, a ocorréncia de ciclo

parassexual foi observada por Souza-Paccola et al. (2003). Por meio de teste de
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patogenicidade, observou-se que recombinagdo entre isolados que haviam
apresentado baixa viruléncia gerou descendentes mais virulentos. Os autores
sugerem que o ciclo parassexual também é um mecanismo responsavel pela alta
variabilidade de C. sublineolum. Dessa forma, pelo menos dois fatores
conhecidos podem favorecer a ocorréncia de racas com viruléncia na populagio
e desencadear associagdes positivas de viruléncia.

Estes resultados evidenciaram a existéncia de diferencas na estrutura
populacional do patdogeno em cada localidade. Melhor caracterizagdo da
populagdo poderia ser alcangada se a amostragem fosse realizada em épocas
diferentes durante o ciclo da cultura, e se a variagdo no tamanho das amostras
fosse a menor possivel. Esta medida deve ser tomada para que a diversidade ndo
sofra influéncia da variagdo no tamanho da populagdo entre localidades.

Hibridos que apresentaram maior suscetibilidade em campo e para os
quais alta frequéncia de viruléncia foi observada, como BR304 e SHS500,
tiveram muitas combinac¢oes com altos valores de CAP e CAV. Outros hibridos,
como DKB599, que em campo apresentou resisténcia intermediaria e alta
frequéncia de viruléncia, ou 735005, que foi altamente resistente em campo e
apresentou frequéncia de viruléncia intermediaria, variaram quanto aos valores
de CAP e CAV. Por outro lado, hibridos como Volumax, DAS740 ¢ 1G150 ¢ a
linhagem SC283, altamente resistentes em campo e para os quais baixa
frequéncia de viruléncia foi observada, tiveram muitas combinagées em que
altos valores de CAP e CAV igual a zero ocorreram. Esses resultados mostram
que a existéncia de associagdes de viruléncia depende da resisténcia dos
genotipos componentes de uma combinagao e também da estrutura da populagio
de C. sublineolum em cada local. Dessa forma, estratégias de manejo da doenga
que visam impor limites a adaptacdo do patdogeno ao hospedeiro podem ser
viabilizadas com base nas melhores combinagdes encontradas em cada local,

como, por exemplo, da combinagdo entre os hibridos forrageiros Volumax e
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1F305, em um sistema rotagdo de genes. Esta combinag@o poderia ser manejada

em todos os locais, dado que a dissociagdo de viruléncia ocorreu.
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4 CONCLUSOES

1. A maior diversidade e a maior complexidade ocorreram em Sete
Lagoas e ragas com fatores de viruléncia acima de sete prevaleceram.

2. Ragas com numero de viruléncia intermedidrio prevaleceram nas
populacdes avaliadas.

3. Baixa frequéncia de viruléncia foi apresentada aos hibridos Volumax,
DAS740 e SC283 e alta frequéncia de viruléncia observada para SHS500,
BR304 e DKB599, em todos os locais.

4. Associagdes positivas de viruléncia foram identificadas, em sua
maioria, nas combinac¢des entre hibridos que apresentaram suscetibilidade em
campo e alta frequéncia de viruléncia das ragas.

5. Os hibridos Volumax e DAS740 apresentaram o maior numero de
combinagdes com potencial para serem usadas no manejo da resisténcia a
doenca.

6. A existéncia de diferencas na estrutura de populagdes de C.
sublineolum determina a ocorréncia de associa¢do ou dissociagdo de viruléncia

em combinagdes entre 0s gendtipos de sorgo.
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CAPITULO 4: DIVERSIDADE GENETICA DE Colletotrichum
sublineolum PROVENIENTE DE DIFERENTES LOCAIS DO BRASIL
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RESUMO

Foi objetivo deste trabalho avaliar a diversidade genética em
Colletotrichum sublineolum de diferentes origens geograficas no Brasil. Cento e
quarenta e sete isolados de C. sublineolum amostrados em nove regides
geograficas do Brasil foram avaliados por meio de marcadores
intermicrossatélites (ISSR). Entre dezoito primers analisados, os ISSR (AAC) e
(ACA) apresentaram o maior polimorfismo. Dezenove bandas foram reveladas e
discriminaram 54 genoétipos diferentes. Uma tendéncia de agrupamento em
funcdo da regido geografica foi observada em todos os locais, embora a
dissimilaridade genética entre isolados tenha sido baixa. A populacao de Pelotas,
RS, foi a mais homogénea, pois, de um total de 19 isolados, 16 pertenciam a um
unico gendtipo. Uma maior heterogeneidade foi apresentada em Sete Lagoas,
MG, Mineiros, GO e no Distrito Federal. Maior diversidade foi apresentada por
meio da andlise de viruléncia em relagdo aos marcadores. Nenhuma associag@o
entre racas ¢ marcadores ISSR foi observada. Muitos isolados amostrados no
mesmo hibrido apresentaram alta similaridade genética, indicando a ocorréncia
de adaptagdo ao hospedeiro.

*Comité orientador: Hilario Antdnio de Castro — UFLA (orientador), Carlos
Roberto Casela — Embrapa/ Milho e Sorgo (coorientador).
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the genetic diversity in
Colletotrichum sublineolum from different geographic origins in Brazil. Four
hundred and forty seven isolates of C. sublineolum sampled in nine geographic
areas in Brazil were evaluated through molecular marker inter simple sequence
repeat marker (ISSR) and the REP and ERIC primers. From eighteen evaluated
primers, the ISSR — (AAC) and (ACA) ones showed the highest polymorphism.
Nineteen bands were revealed and discriminated fifty four different genotypes.
Despite the low dissimilarity among isolates, one trend of clustering according
to the geographical origin was observed in all areas. The Pelotas - RS population
was the most homogeneous and approximately nineteen isolates, sixteen
belonged to the single genotype. The highest heterogeneity were observed in
Sete Lagoas - MG, Mineiros - GO and Distrito Federal. Higher diversity was
showed by virulence analysis than ISSR marker. No association between races
and molecular marker was observed. Many isolates sampled in the same hybrid
showed higher genetic similarity indicating the occurrence of adaptation to the
host.

*QGuidance comitee: Hilario Antdnio de Castro — UFLA (Advisor), Carlos
Roberto Casela—- EMBRAPA/ CNPMS (Co - advisor).
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1 INTRODUCAO

Marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados, em
fitopatologia, visando a caracterizacdo da diversidade genética e a detecgdo de
patogenos, além de mapeamento e identificacido de genes ou sequéncias de
interesse presentes em plantas e patdgenos (Santana et al., 2006). Na cultura do
sorgo, trabalhos com marcadores moleculares identificaram genes e ou
mecanismos de resisténcia a patégenos e visam maior eficiéncia no
melhoramento genético (Hipskind et al., 1996; Boora et al., 1998; Mehta et al.,
2005; Singh et al., 2006; Wang et al., 2006; Reddy et al., 2008; Perumal et al.,
2009). O conhecimento da estrutura genética na populagdo do C. sublineolum,
agente etiolégico da antracnose do sorgo, torna-se necessario, dada a grande
variabilidade apresentada pelo patdégeno e pode ajudar a direcionar os programas
de melhoramento e fornecer informagdes que viabilizem estratégias de manejo
da doenga em funcdo da estrutura populacional de diferentes regides de cultivo
do sorgo.

Até o momento, trabalhos com marcadores moleculares em populagdes
de C. sublineolum foram, em sua maioria, por meio de marcadores RAPD (DNA
polimorfico amplificado ao acaso) e RFLP (polimorfismo no comprimento de
fragmento de restri¢do) (Casela, 1992; Guthrie et al., 1992; Rosewich et al.,
1998; Mathur et al., 2001; Valério et al., 2005). Dentre as limitacdes no uso
desses marcadores, estdo a baixa reprodutibilidade do RAPD e o fato de o
desenvolvimento de marcadores RFLP ser um processo caro e laborioso
(Caixeta et al., 2009).

Uma alternativa a esses marcadores ¢ a utilizagdo de marcadores
intermicrossatélite, ou ISSR (do inglés inter sequence simple repeat). Nessa

metodologia, repetigdes di ou trinucleotideos, ancoradas com dois a quatro
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nucleotideos em uma das extremidades, sdo utilizadas como primers para PCR.
ISSRs sdo marcadores baseados nas repetigdes microssatélites, codominantes e
altamente reproduziveis (Zietkiewicz et al., 1994; Caixeta et al., 2009).
Trabalhos em diferentes patdgenos utilizando esses marcadores possibilitaram
analisar a variabilidade genética entre isolados e espécies, a origem geografica e
a especificidade ao hospedeiro (Lu et al., 2004; Wang et al., 2005; Takatsuka,
2007; Bayraktar et al., 2008), o que demonstra que marcadores ISSR sdo
altamente informativos.

Um grande nimero de informagdes sobre populacdes de patdgenos é
obtido por meio de marcadores moleculares e podem ajudar a esclarecer fatores
que influenciam a variabilidade entre isolados e entre regides. Esse tipo de
conhecimento pode ser uma ferramenta util para a definicdo de estratégias que
aumentem a durabilidade da resisténcia.

Foi objetivo deste trabalho caracterizar a diversidade genética de
populagdes de C. sublineolum por meio de marcadores moleculares, obtidas em

diferentes localidades no Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos utilizando se a infraestrutura do
Laboratorio de Manejo de Plantas Daninhas e do Laboratério de Biologia
Molecular da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria - Embrapa Milho e

Sorgo, em Sete Lagoas, MG.

2.1 Obtencdo de massa micelal de C. sublineolum

Para a obtengdo de massa micelial de C. sublineolum, 153 isolados
monosporicos de C. sublineolum obtidos em Campo Novo Parecis, MT, Distrito
Federal, DF, Goiania, GO, Jardin6polis, SP, Mineiros, GO, Patos de Minas, MG,
Pelotas, RS, Primavera do Leste, MT e Sete Lagoas, MG, foram transferidos
para placas de Petri contendo meio de agar-farinha de aveia (FAA) e mantidos a
25°C, por 7 dias. Fragmentos de micélio foram, entdo, transferidos para
erlenmeyers contendo 100 mL de meio liquido YES (10 g/L de sacarose, 6g/L
de extrato de levedura e 6g/L de caseina) adicionados de 1 mL dos antibioticos
streptomicina e tetraciclina (0,300 mg/mL). Os frascos foram mantidos em
agitador com velocidade de 105 rpm, a 28°C, por 72 horas. A massa micelial foi
filtrada em duas camadas de gaze esterilizada e, em seguida, armazenada em
papel de filtro esterilizado identificado. As amostras foram liofilizadas por 18
horas, protegidas por papel aluminio e armazenadas em freezer, a -20°C, até o

momento da extragao do DNA.

2.2 Extracdo de DNA genémico

Utilizou-se a metodologia de extragdo de DNA descrita por Saghai-

Maroof et al. (1984), modificada. As amostras foram moidas em nitrogénio
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liquido, até a obtencdo de um po6 fino e adicionaram-se 350 pL. de tampao CTAB
[2% (m/v) CTAB; 0,2 M Tris- HCI (pH 7,5); 1,4 M NaCl; 0,02 M EDTA (pH
8,0); 2% (v/v) 2B- mercaptoetanol]. A mistura foi mantida em banho-maria, a
65°C, durante uma hora. Apods resfriamento por 5 minutos em condigdo
ambiente, promoveu-se a lavagem com igual volume de solucao de cloroférmio-
octanol (24:1 v/v), com homogeneizagdo constante por 20 minutos. O material
foi centrifugado a 14.000 rpm, por 10 minutos e o sobrenadante transferido para
novo microtubo, ao qual adicionaram-se 300 pL de isopropanol, sendo mantido
a -20°C por, no minino, uma hora. Os microtubos foram centrifugados a 14.000
rpm por 10 minutos, o sobrenadante descartado e o precipitado lavado com 140
pL de etanol 70% (v/v) gelado. Os tubos foram novamente centrifugados por 10
minutos, a 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco
em estufa, a 65°C, por cinco minutos. Os DNAs precipitados foram
ressuspendidos em 50 pL de tampao TE contendo de RNase A (10 mM Tris-
HCIl; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,1 pg/uL. RNase A). A concentragdo das amostras
foi quantificada em espectrofotometro Nanodrop e ajustada para 10 ng/uL,
diluindo-se 0 DNA estoque em agua ultrapura. O DNA foi, entdo, armazenado a

-20°C, até o momento da amplificagdo.

2.3 Amplificacdo do DNA

As condi¢bes de amplificagdo e os primers com maior polimorfismo
foram previamente determinados analisando-se o polimorfismo gerado nos
isolados 01, 03, 05, 50, 51, 53, 61, 137 ¢ 244, por dezesseis primers ISSR
(Tabela 1). As reagdes de amplificacdo por PCR foram preparadas em um
volume final de 20pL, consistindo de 3puL de DNA (10ng/uL), 20 mM Tris-HCI
(pH 8,4), 50 mM KCl, 2 mM MgCl,, 1 U Taq DNA polimerase (Invitrogen,
Carslbad, CA), 0,125 mM dNTPs e 0,5 uM de cada primer.
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O DNA foi inicialmente desnaturado a 94°C, por 2 minutos, seguido de
35 ciclos de amplificacdo, sendo cada um apresentado por: 94°C, por 1 minuto;
45°C, por um minuto e 72°C, por dois minutos. A reacdo foi finalizada por um
ciclo de 72°C, por 10 minutos, mantendo-se as reagoes a 10°C até a retirada da
amostra. Todas as amplificagcdes foram realizadas em termociclador Applied
Biossystems - PCR System 9700. As reagdes, foram adicionados 4 pL de
corante, sendo submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v), a 100
V, durante uma hora e trinta minutos, em tampao 40 mM Tris-acetato (1 mM
EDTA, pH 8,0). Em seguida, o gel foi incubado em solugdo de brometo de etidio
(1pg/mL) por 20 minutos e o excesso foi eliminado em agua, por 5 minutos,
visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no equipamento Kodak - Gel logic

200.

TABELA 1 Descri¢do dos primers utilizados.

Temperatura
Primer Sequéncia (5° para 3”) de
anelamento

4©)
CCA (AGT) (AGT) CCAC CAC CACCACCA 49.20
ACA (CGT (AGT) (CGT) ACA ACA ACA ACA ACA 48,40
CGA (AGT) (ACT) (CGT) CGA CGA CGA CGA CGA 59,00
GACA GAC AGA CAG ACAGACA 49,20
AAC (CGT) (CGT) (AGT) AAC AAC AAC AAC AAC 48,40
GT (CT) (ACT) (CT) GTG TGT GTG TG 42,70
ACTG ACT GACTGA CTGACTG 49,20
CAC CAC CACCACCACCAC 50,00
(GTG)6 GTG GTG GTG GTG GTG GTG 64,45
(GCGT)4 GTGT GTGT GTGT GTGT 64,40
(CTC)4GC  CTC CTC CTC CTC GC 56,47
(AG)8TC AGAGAGAGAGAGAGAGTC 57,62
(GA)6GG GA GA GA GA GA GA GG 52,61
(GA)SAT GA GA GA GA GA GA GA GA AT 54,78
(AAG)6 AAG AAG AAG AAG AAG AAG 50,79
(TGGT TGTGTGTGTGTG TG TG GT 57,62
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2.4 Avaliacao

Os fragmentos de DNA gerados pelas analises de ISSR foram avaliados
mediante inspe¢do visual dos géis. Bandas de mesmo peso molecular, em
individuos diferentes, foram consideradas idénticas e designadas em fun¢do da

auséncia (0) e presenca (1) no gel.

2.5 Andlise e interpretacdo dos resultados

Os dados foram analisados empregando-se o programa Genes. A matriz
de similaridade foi calculada com base no coeficiente de Jaccard, dado pela
formula Si; = a/(a+b+c), em que a é o nimero de bandas polimoérficas
compartilhadas pori e j, b ¢ o nimero de bandas presentes em i e ausentes em j e
¢ ¢ nimero de bandas presentes em j e ausentes em i.

A matriz gerada pelo coeficiente de Jaccard foi utilizada para produzir
um dendrograma (UPGA), por meio do programa Statistica. Os subgrupos do
dendrograma foram identificados com niimeros romanos que variaram de um a
seis, agrupados entre quatro grupos principais, a dissimilaridade de 13,7%.

A medida que a dissimilaridade de Jaccard se aproximou de zero (0%),
os individuos foram considerados similares. Uma tabela com os dados constando
o agrupamento genético dos individuos, a origem geografica, o hospedeiro em
que as amostras foram obtidas e a raga correspondente dos isolados foi

confeccionada, para facilitar a compreensao dos agrupamentos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os dezesseis primers ISSR, os trinucleotideos, AAC ¢ ACA foram
identificados como capazes de gerar maior informacdo sobre a diversidade em
C. sublineolum. Dezenove bandas foram geradas por esses dois primers com
tamanho entre 500 e 5.090 pares de bases. Os primers AAC e ACA também
foram selecionados como mais polimoérficos na avaliagao de isolados endofiticos
de Colletotrichum sp. de diferentes espécies florestais (Lu et al., 2004).

Entre os 153 isolados, 6 apresentaram problemas na amplificagdo e
foram eliminados, de tal forma que 147 foram avaliados, sendo 8 de Campo
Novo do Parecis, 18 do Distrito Federal, 35 de Goiania, 19 de Jardinopolis, 17
de Mineiros, 2 de Patos de Minas, 19 de Pelotas, 2 de Primavera do Leste ¢ 27
de Sete Lagoas (Tabela 2). Um grupo principal, a disssimilaridade de 25%,
gerou outros trés grupos, numerados de II a VI, correspondentes a 54 genotipos
de C. sublineolum, a distancia de 6% (Figura 1). Baixa dissimilaridade genética
entre os isolados foi observada, mas muitos subgrupos se formaram, havendo
tendéncia de agrupamento por regido. Apesar dessa tendéncia, isolados de
regides diferentes também pertenceram ao mesmo genotipo. Diferenciagdo
geografica em populagdes de C. sublineolum foi observada, na India, por
Guthrie et al. (1992) e Valério et al. (2005), no Brasil. De acordo com os ultimos
autores, podem existir barreiras fisicas ou bioldgicas que evitam o fluxo génico
entre as popula¢des. Resultado diferente foi obtido por Casela (1992) que ndo
observou diferenciagdo geografica por meio de viruléncia e marcadores RAPD
em populagdes amostradas em 1989 e 1990, em diferentes locais do Brasil e dos
Estados Unidos.

Em Pelotas, predominou o gendtipo 1V45, que correspondeu a 84,21%

dos genotipos identificados neste local. Esta homogeneidade da populacido de
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Pelotas pode ser devido ao isolamento geografico dessse local em relagdo aos
outros. A cidade de Pelotas se encontra no extremo sul do Brasil e seu clima
tendem mais para o frio, enquanto os outros locais pertencem as regides centro-
oeste (Campo Novo do Parecis, Distrito Federal, Goiania, Mineiros ¢ Primavera
do Leste) e sudeste (Jardinopolis, Patos de Minas e Sete Lagoas), em que o
clima € mais quente e o acesso mais facil, favorecendo a ocorréncia de fluxo
génico entre estas regides. Apesar do isolamento geografico de Pelotas, trés
isolados de Campo Novo do Parecis ¢ Goidnia ¢ quatro de Jardinopolis também
sdo do grupo 1V45, indicando que fluxo génico ocorre entre as populagdes,
mesmo que isso aconteca em baixa intensidade.

Outro fator que pode ter contribuido para uma menor diversidade
genética em Pelotas ¢ a adaptagdo ao hospedeiro, dado que todos os isolados
deste local foram obtidos do hibrido DBK599. Os isolados 159, 167, 169 ¢ 175,
identificados no segundo capitulo deste trabalho como raga 177.27, foram
similares. No entanto, associacdo entre racas e marcador molecular foi
descartada, uma vez que muitos isolados, classificados como ragas diferentes,
foram iguais geneticamente (Tabela 2). Este resultado foi semelhante ao
observado por Rosewich et al. (1998), em que apenas nove genotipos de C.
sublineolum foram identificados entre 411 isolados amostrados. De acordo com
tais autores, a baixa diversidade genotipica resultou da predominincia de um
gendtipo com frequéncia de 80%, em trés anos de avaliagdo.

Maior heterogeneidade foi observada na populacdo de Sete Lagoas, que
apresentou  isolados  distribuidos em vdarios agrupamentos, embora
predominassem gendtipos do subgrupo IV. Do total de 27 isolados, os gen6tipos
24 ¢ 39 corresponderam a 18,5% ¢ 14,8 %, respectivamente (Tabela 2, Figura 1).
Essa heterogeneidade condiz com a maior diversidade fenotipica observada
anteriormente neste trabalho por indices de Shannon e Gleason. Diferente de

Pelotas, um ntimero maior de hibridos foi utilizado na amostragem dos isolados,
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mas, uma tendéncia de agrupamento em fun¢do do hospedeiro também foi
observada. Por exemplo, todos os isolados amostrados em BR304 sdo do
subgrupo IV e os isolados 61, 62, 64 ¢ 66, amostrados no hibrido BRS610, ao
subgrupo III.

Em Goiania, com excecdo dos isolados 134 e 137, classificados no
subgrupo III13, e o isolado 142, no subgrupo 1110, prevaleceram genotipos do
subgrupo IV. Do total de 35 isolados avaliados, e dentro do subgrupo IV, trés
gendtipos (35, 37 e 41) corresponderam a 60% dos gendtipos identificados neste
local (Tabela 2, Figura 1). Embora as amostragens tenham sido realizadas em
diferentes hibridos de sorgo, houve similaridade entre os isolados.

O isolado 41 (grupo I), amostrado em Jardinopolis, ndo se agrupou com
qualquer outro isolado, a distancia de 25%. Apesar de uma heterogeneidade nos
agrupamentos ter sido observada, seis isolados foram classificados no subgrupo
VI, formado apenas por isolados deste local (Tabela 2, Figura 1).

Resultado semelhante ao de Sete Lagoas, quanto a heterogeneidade, foi
observado em Mineiros € no Distrito Federal. Em ambos os locais, muitos
isolados também foram classificados como um tnico gendtipo. Em Campo
Novo do Parecis, prevaleceram os isolados do subgrupo IV, sendo o genotipo 45
o mais frequente, amostrado no hibrido AG1018 (Tabela 2).

A dispersao de C. sublineolum se da, principalmente, por respingos de
agua de chuva ou irrigagdo (Nicholson & Moraes, 1980), limitando a
disseminacdo a longas distdncias e pode ter favorecido a regionalizacdo nas
populacdes avaliadas. No caso de isolados geograficamente distantes mas
geneticamente iguais, pode ter ocorrido dispersdo por sementes, ja que esta é
uma forma de disseminagdo a longas distancias (Cardwel et al., 1989). A
dispersdo de conidios pelo vento, por meio da matriz de esporos, que serve de
protecdo contra o ressecamento, também pode ocorrer na forma de massa seca

(Nicholson & Moraes, 1980).
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TABELA 2 Agrupamento genético, regido geografica, cultivar, parte da planta e

raga correspondente de isolados de C. sublineolum.

'Agrupamento  Isolado Origem geografica Hibrido/Parte da Planta Raga
VI 54 01 Jardindpolis, SP Desconhecida  Limbo IN.D
110 02 Jardinopolis, SP Desconhecida  Nervura ND
VI 52 03 Jardinopolis, SP Desconhecida  Limbo  129.01
V51 04 Jardinopolis, SP Desconhecida  Nervura  129.40
VI 53 05 Jardinopolis, SP Desconhecida  Limbo  129.17
1V 45 06 Jardinopolis, SP Desconhecida  Limbo 01.00
VI 54 07 Jardinopolis, SP Desconhecida  Limbo  153.63
VI 54 09 Jardinopolis, SP Desconhecida  Limbo 03.00
V50 10 Jardinopolis, SP Desconhecida  Limbo 01.24
1V 26 11 Jardinopolis, SP Desconhecida  Nervura ND
VI 52 23 Jardinopolis, SP Desconhecida  Limbo  137.37
V51 25 Jardinopolis, SP Desconhecida  Limbo  209.48
IV 45 26 Jardinopolis, SP Desconhecida ~ Limbo 01.35
1V 45 40 Jardinopolis, SP Desconhecida  Limbo  153.63

I1 41 Jardinopolis, SP Desconhecida  Limbo  177.24
1V 45 42 Jardinopolis, SP Desconhecida  Limbo  185.61
V50 43 Jardinopolis, SP Desconhecida  Limbo ND
IV 24 45 Jardinopolis, SP Desconhecida ~ Limbo  185.63
1118 46 Jardinopolis, SP Desconhecida ~ Limbo  249.45
V 49 50 Sete Lagoas, MG 1F305 Limbo ND

14 51 Sete Lagoas, MG 1F306 Nervura ND

1mo 54 Sete Lagoas, MG 1F305 Nervura ND
1115 55 Sete Lagoas, MG 1F305 Limbo 57.21
1115 57 Sete Lagoas, MG 1F305 Limbo ND

14 58 Sete Lagoas, MG 1F305 Nervura ND
I 15 59 Sete Lagoas, MG 1F305 Limbo  137.60
1V 20 60 Sete Lagoas, MG 1F305 Limbo  185.41
I 17 61 Sete Lagoas, MG BRS610 Limbo  161.19
1118 62 Sete Lagoas, MG BRS610 Limbo  177.63
1118 64 Sete Lagoas, MG BRS610 Limbo  179.27
I 14 66 Sete Lagoas, MG BRS610 Limbo  177.19
1V 25 67 Sete Lagoas, MG BRS610 Limbo  219.63
V47 68 Sete Lagoas, MG BRS610 Limbo  241.19
IV 25 69 Sete Lagoas, MG BR304 Limbo 17.97
IV 35 71 Sete Lagoas, MG BR304 Limbo 25531
IV 39 72 Sete Lagoas, MG BR304 Limbo  251.63
IV 35 73 Sete Lagoas, MG BR304 Limbo  121.43
V24 74 Sete Lagoas, MG BR304 Limbo 57.63
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“TABELA 2, Cont.”

'Agrupamento  Isolado Origem geografica Hibrido/Parte da Planta Raga
1V 24 75 Sete Lagoas, MG BR304 Limbo  219.63
1V 39 76 Sete Lagoas, MG BR304 Limbo 243.12
v 24 77 Sete Lagoas, MG BR304 Limbo  179.27
IV 24 78 Sete Lagoas, MG BR304 Limbo  187.63
IV 39 79 Sete Lagoas, MG BR304 Limbo  209.25
Iv 24 80 Sete Lagoas, MG BR304 Limbo  251.12
IV 39 91 Sete Lagoas, MG BRO009 Limbo 17.09
IV 41 92 Sete Lagoas, MG BRO009 Limbo  113.09
1V 39 101 Patos de Minas, MG BR310 Colmo ND
V 46 108 Patos de Minas, MG BR310 Limbo  249.27
IV 35 111 Goiénia, GO BRS610 Limbo ND
IV 39 112 Goiania, GO SHS500 Limbo ND
IV 39 113 Goiania, GO 1F305 Limbo ND
IV 41 114 Goiania, GO BR700 Limbo ND
v 37 115 Goiania, GO BR501 Limbo ND
IV 35 117 Goiania, GO Ponta Negra  Nervura 113.19
v 37 118 Goiania, GO BR601 Limbo ND
v 37 119 Goiania, GO SHS500 Limbo ND
v 37 120 Goiania, GO 735005 Nervura  65.00
IV 43 121 Goiania, GO 735040 Nervura ND
IV 40 122 Goiania, GO BRO09 Limbo ND
v 41 123 Goiania, GO 735042 Nervura  81.25
v 37 124 Goiania, GO BR501 Limbo 17.08
v 37 130 Goiania, GO BRO009 Limbo ND
IV 35 131 Goiénia, GO BR506 Limbo  241.41
IV 30 132 Goiania, GO 735040 Nervura  249.31
IV 29 133 Goiania, GO BR601 Limbo ND
11 13 134 Goiania, GO BR700 Limbo ND
IV 41 135 Goiania, GO BRO09 Limbo ND
IV 41 136 Goiania, GO SHS500 Limbo  211.49
1T 13 137 Goiania, GO Ponta Negra Limbo 195.01
v 41 138 Goiania, GO BRO009 Limbo ND
v 41 139 Goiania, GO BR501 Limbo 81.01
IV 45 140 Goiania, GO 736123 Limbo ND
IV 35 141 Goiania, GO BRO009 Limbo ND
1r1o 142 Goiania, GO BR700 Limbo 65.00
v 37 144 Goiania, GO BR601 Limbo  153.07
v 41 145 Goiania, GO BRO009 Limbo ND
IV 41 146 Goiania, GO BRO009 Limbo  241.57
1V 35 147 Goiania, GO Ponta Negra Limbo  241.51
v 35 148 Goiania, GO BR610 Limbo  209.59
1V 24 149 Goiania, GO BR009 Limbo ND

“...continua...”
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“TABELA 2, Cont.”

Agrupamento Isolado Origem geografica Hibrido/Parte da Planta Raga

1V 45 150 Goiania, GO BR506 Limbo 145.59
1V 45 151 Goiania, GO BR501 Limbo 145.01
v 27 152 Goiania, GO BR009 Limbo  209.56
1V 42 154 Pelotas, RS DKB599 Limbo ND
1V 45 155 Pelotas, RS DKB599 Limbo ND
1V 45 156 Pelotas, RS DKB599 Limbo 145.01
1V 36 157 Pelotas, RS DKB599 Limbo 145.27
1V 42 158 Pelotas, RS DKB599 Limbo 145.31
1V 45 159 Pelotas, RS DKB599 Limbo 177.27
1V 45 162 Pelotas, RS DKB599 Limbo 145.11
1V 45 163 Pelotas, RS DKB599 Limbo 177.59
1V 45 164 Pelotas, RS DKB599 Limbo 145.59
1V 45 165 Pelotas, RS DKB599 Limbo 177.19
1V 45 167 Pelotas, RS DKB599 Limbo 177.27
1V 45 168 Pelotas, RS DKB599 Limbo 177.11
1V 45 169 Pelotas, RS DKB599 Limbo 177.27
1V 45 170 Pelotas, RS DKB599 Limbo 145.43
1V 45 171 Pelotas, RS DKB599 Limbo ND
1V 45 172 Pelotas, RS DKB599 Limbo ND
1V 45 173 Pelotas, RS DKB599 Limbo 145.03
1V 45 175 Pelotas, RS DKB599 Limbo 177.27
v 22 177 Pelotas, RS DKB599 Limbo 161.34
v 23 201 Campo N. do Parecis, 822 Limbo ND
IV 34 202 Campo N. do Parecis, 822 Limbo ND
v 19 204 Campo N. do Parecis, 822 Limbo  179.11
1I2 213 Primavera do Leste, 822 Limbo 177.24
1V 38 216 Campo N. do Parecis, AG1018 Limbo ND
IV 38 217 Campo N. do Parecis, AG1018 Limbo  153.07
1V 45 219 Campo N. do Parecis, AGI1018 Limbo ND
1V 45 220 Campo N. do Parecis, AG1018 Limbo ND
1V 45 221 Campo N. do Parecis, AGI1018 Limbo ND
1V 21 222 Primavera do Leste, 822 Limbo ND
1V 33 239 Distrito Federal DAS740 Limbo ND
I8 240 Distrito Federal DKB599 Limbo ND
1V 33 241 Distrito Federal DKB599 Limbo ND
1V 44 245 Distrito Federal DKB599 Limbo ND
1V 32 246 Distrito Federal DKB599 Limbo ND
1V 28 247 Distrito Federal DKB599 Limbo ND
1V 28 248 Distrito Federal DKB599 Limbo ND
113 249 Distrito Federal DKB599 Limbo ND
1V 30 250 Distrito Federal DKB599 Limbo ND

¢...continua...”
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“TABELA 2, Cont.”

Agrupamento Isolado Origem geografica Hibrido/Parte da Planta Raga
1V 44 251 Distrito Federal DKB599 Limbo ND
1V 44 252 Distrito Federal DKB599 Limbo ND
IV 32 254 Distrito Federal DKB599 Limbo ND

I3 256 Distrito Federal DKB599 Nervura  ND
1V 35 257 Distrito Federal DKB599 Limbo ND
I 16 258 Distrito Federal DKB599 Limbo ND
1V 45 259 Distrito Federal DKB599 Limbo ND
IV 28 261 Distrito Federal DKB599 Limbo ND
1V 44 263 Distrito Federal DKB599 Limbo ND

116 281 Mineiros, GO BR310 Limbo ND
I 12 282 Mineiros, GO BR310 Limbo ND
I 11 283 Mineiros, GO BR310 Limbo ND

17 286 Mineiros, GO BR310 Limbo ND
111 287 Mineiros, GO BR310 Limbo ND
1V 43 288 Mineiros, GO BR310 Limbo ND

119 289 Mineiros, GO BR310 Limbo ND

o 290 Mineiros, GO BR310 Limbo ND

119 291 Mineiros, GO BR310 Limbo ND

IIs 292 Mineiros, GO BR310 Limbo ND
V48 294 Mineiros, GO BR310 Limbo ND
V51 295 Mineiros, GO BR310 Limbo ND
V51 296 Mineiros, GO BR310 Limbo ND
V51 297 Mineiros, GO BR310 Limbo ND
V51 298 Mineiros, GO BR310 Limbo 155.05
V51 299 Mineiros, GO BR310 Limbo ND
1V 31 300 Mineiros, GO BR310 Limbo ND

1 ’ , .

O nGmero romano representa o grupo ou subgrupo e o numero cardinal
representa o genotipo do isolado, no dendrograma de dissimilaridade genética.
*ND= nio determinada.
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A auséncia de reproducédo sexuada em C. sublineolum implica na rapida
dispersdo de clones dentro de uma mesma populagdo e ajuda a explicar o grande
numero de isolados geneticamente iguais. A ocorréncia de parassexualidade em
C. sublineolum foi evidenciada por Souza-Paccola et al. (2003) e genes ligados a
caracteristica mating type foram identificados por Zannett et al. (2009) e talvez
expliquem a existéncia de isolados geneticamente diferentes, como o isolado 41,
de Jardindpolis. De acordo com Brown (1995), a adaptagdo do patdgeno a
resisténcia do hospedeiro pode resultar da rapida multiplicagdo de um unico
individuo com os fatores de viruléncia correspondentes ou de uma série de
individuos geneticamente distintos, tendo em comum os referidos genes de
viruléncia. Casela (1992) verificou alta variabilidade apresentada por C.
sublineolum em avaliagdo de isolados monospdricos por marcadores
moleculares RAPD e sugere que a segunda hipotese de Brown talvez explique a
adaptabilidade do patdégeno, nas condi¢des brasileiras.

Nao houve correlagdo entre a parte da planta na qual os isolados foram
amostrados ¢ as ragas, porém, isolados amostrados na nervura central das folhas
pertencem a um mesmo subgrupo genético. Os isolados 117, 120, 121, 123 ¢
132, amostrados em Goiania, nos hibridos Ponta Negra, 735005, 735040,
735042 e 735040, respectivamente, pertencem ao subgrupo IV. Situagdo
semelhante foi observada em Sete Lagoas, nos isolados 51, 54 e 58, que
pertencem ao grupo II, sendo o primeiro amostrado no hibrido IF306 e os outros
dois em 1F305.

Os dois isolados de Patos de Minas, um amostrado no colmo e outro no
limbo do hibrido BR310, pertencem aos subgrupos IV e V, respectivamente. Em
Jardinépolis, isolados da nervura pertencem ao grupo Il e aos subgrupos [V e V,
porém, ndo se conhecem os hibridos nos quais as amostragens foram realizadas
(Tabela 2, Figura 1). Esses resultados indicam a ocorréncia de similaridade entre

isolados obtidos na nervura central em cada local. A avaliagdo de um numero
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maior de isolados obtidos de diferentes partes da planta é necessaria para que
essa possibilidade seja confirmada.

Nao houve associagdo entre a diversidade analisada por meio de
viruléncia em plantas com os marcadores moleculares. No total, 121 ragas, entre
158 isolados, foram identificadas por meio de analise de viruléncia no capitulo
anterior, enquanto 54 gendtipos, entre 147 isolados analisados, foram detectados
por meio de marcadores ISSR. Auséncia de relagdo entre viruléncia em plantas e
marcadores também foi observada por Mathur et al. (2001) e Valério et al.
(2005), em avalia¢do da diversidade em C. sublineolum por meio de marcadores
RAPD. De acordo com os ultimos autores, o polimorfismo do DNA de C.
sublineolum parece ser independente da viruléncia. Uma explicacdo para este
fato € que a regido amplificada do patdégeno pode ndo estar relacionada com
alelos de aviruléncia, dado que os primers amplificam regides ao acaso no
genoma (Alzate-Marin et al., 1997). Devido a baixa associac¢ao entre viruléncia e
marcadores moleculares, gerada, muitas vezes, pela existéncia de isolados
diferentes que sdo identificados como uma mesma raga, € que podem apresentar
seu genoma bastante distinto, a caracterizagdo de genes de
viruléncia/aviruléncia, usando linhagens ou cultivares diferenciadoras, pode ser
util (Wit, 1992; Mathur et al., 2001). Isso significa que a classificacdo de racas
ainda ¢ dependente da série diferencial utilizada e o nimero de diferenciadoras &
que determina o nome e o nimero de ragas identificadas.

Associagdo entre marcadores moleculares ¢ viruléncia tem sido relatada
em poucos patdogenos, como C. lindemuthianum (Mesquita et al., 1998),
Laptosphaeria maculans (Godwin & Annis, 1991; Koch et al., 1991),
Magnaporthe grisea (Levy et al., 1991) e Fusarium solani f.sp. cucurbitae
(Crowhurst et al., 1991). A busca por marcadores moleculares que relacionem

genes de aviruléncia do patdégeno a genes de resisténcia no hospedeiro ¢
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necessaria, a medida que a alta variabilidade do patégeno ainda ndo foi
esclarecida por meio de marcadores moleculares.

A variabilidade genética ¢ uma condi¢do presente em patossistemas
silvestres preservados e ¢ aumentada em agroecossistemas. A alteracdo dos
cultivos por meio do melhoramento, a ampliagdo de fronteiras agricolas e o uso
desmedido de defensivos sist€émicos sdo fatores que aumentam a forca da
selecdo exercida sobre as populagdes de patdgenos. Todos esses fatores
favorecem novos genes de viruléncia e o polimorfismo na estrutura dessas
populagdes (Araya, 2003). Além desses fatores, devem-se considerar também os
plantios sucessivos com a mesma cultivar e o estreitamento da base genética
como geradores de variabilidade. Exemplos mostram a importancia do manejo
influenciando a diversidade do patdgeno.

A influéncia da rota¢do de culturas na diversidade de Macrophomina
phaseolina, patégeno de varias culturas, entre as quais soja, milho e sorgo,
permitiu identificar sistemas de rotagdo com grande efeito na diversidade
genética do patogeno. As populacdes obtidas em cultivos nos quais a soja foi
rotacionada com trigo apresentaram menor variabilidade genética (Almeida et
al., 2008). Casela et al. (2004) avaliaram trés genotipos de sorgo com diferentes
niveis de resisténcia a C. sublineolum por meio da rotagdo de genes, tendo
observado a predominancia de ragas simples em cada plantio, indicando que essa
estratégia pode aumentar a estabilidade da resisténcia a esse patogeno. Estes
trabalhos mostram que a utilizacdo de estratégias de manejo da resisténcia que
imponham limites a adaptagdo do patdgeno e preservem os genes de resisténcia

deve ser avaliada e implementada.
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4 CONCLUSOES

Marcadores ISSR sdo ferramentas tteis na caracterizagdo da diversidade
em C. sublineolum.

Especializagdo geografica e adaptacao ao hospedeiro de origem foi
observada.

Nao houve associagdo entre a diversidade analisada por viruléncia e os

marcadores utilizados.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Os resultados deste trabalho possibilitaram observar que a identificagdo
de hibridos com diferentes niveis de resisténcia a populagdes C. sublineolum,
aliada ao conhecimento da estrutura de viruléncia e genética dessas populagoes,
pode direcionar os programas de melhoramento para cada local, embora nao se
tenha observado relagdo entre a diversidade analisada por meio de viruléncia e
os marcadores moleculares utilizados. Se a ligacdo entre genes de resisténcia e
genes de aviruléncia for identificada e, havendo alta similaridade na populagdo
de determinado local, como a verificada em Pelotas, a introdugdo de genes de
resisténcia correspondente ao de aviruléncia pode promover alta resisténcia a
hibridos comerciais. Além disso, novas estratégias de manejo da resisténcia, que
imponham limites a adaptagdo do patdgeno, devem ser avaliadas, quando esse
tipo de informagdo ¢ disponibilizada.

Hibridos como Volumax, DAS740, 1G150 e 735005, por exemplo,
podem ser avaliados em um sistema de rotagdo de genes com hibridos mais
suscetiveis e que apresentem caracteristicas agrondmicas desejaveis. As
empresas publicas e privadas devem atentar para o fato de que, além do
langamento de novos hibridos com uma base genética diversificada, ¢ também
necessario avaliar estratégias que aumentem a durabilidade dos genes de
resisténcia. Essa ¢ também uma forma de garantir que produtores tenham lucro
com seu investimento, limitando o uso de defensivos. Todos podem ser
beneficiados: as empresas por ndo perderem sua base genética e aumentar a
credibilidade entre os produtores, os produtores por terem produtividade
garantida e, finalmente, o consumidor, por comprar um produto ecologicamente

mais recomendado.
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TABELA 1A Resumo da analise de varidncia da AACPD de hibridos graniferos
de sorgo no ano de 2008, em Sete Lagoas, MG.

FV GL oM Fc Pr>Fc¢
Genotino 5 0.088 14.910* 0.000
Bloco 2 0,004 0,678 n.s 0,530
Erro 10 0,006

Total corrigido 17

Média geral 0,172

CV (%) 44,68

* = significativo e ns = ndo significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste
Scott-Knott. Dados transformados em arcoseno (Vseveridade/100).

TABELA 2A Resumo da analise de varidncia da severidade da antracnose em
hibridos forrageiros de sorgo na safra 2007/2008, em Goiania,

GO.

FV GL oM Fc Pr>Fc
Genotino 19 0.318 24,785 * 0.000
Bloco 2 0,061 4,804 * 0,014
Erro 38 0,013
Total corrigido 59
Média geral 0,392
CV (%) 28.85

* = significativo e ns = ndo significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste
Scott-Knott. Dados transformados em arcoseno (\severidade/100).

TABELA 3A Resumo da analise de varidncia da AACPD de hibridos
forrageiros de sorgo na safra de 2008, em Sete Lagoas, MG.

FV GL oM Fc Pr>Fc
Genotino 19 0.062 14.535 * 0.000
Bloco 2 0,014 3,347 * 0,046
Erro 38 0,004
Total corrigido 59
Média geral 0.081
CV (%) 80.05

* = significativo e ns = ndo significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste
Scott-Knott. Dados transformados em arcoseno (\severidade/100).
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TABELA 4A Resumo da analise de variancia da severidade da antracnose em
quinze hibridos de sorgo na safra 2008/2009, em Goiania, GO.

FV GL oM Fc Pr>Fc
Genotipo 14 0.507 51.640 * 0.000
Bloco 2 0.0136 1.386 n.s 0.267
Erro 28 0,010
Total corrigido 44
Média geral 0,602
CV (%) 16.45

* = significativo e ns = ndo significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste
Scott-Knott. Dados transformados em arcoseno (\severidade/100).

TABELA 5A Resumo da analise de varidncia da severidade da antracnose em
quinze genotipos de sorgo na safra 2008/2009, em Sete Lagoas,

MG.

FV GL oM Fc Pr>Fc
Genodtipo 14 0.525 73.997 *  0.000
Bloco 2 0,008 1,139n.s  0.335
Erro 28 0,007
Total corrigido 44
Média geral 0.482
CV (%) 17.48

* = significativo e ns = ndo significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Scott-
Knott. Dados transformados em arcoseno (Vseveridade/100).

TABELA 6A Resumo da analise de variancia da severidade da antracnose em
quinze genétipos de sorgo na safra de inverno 2009, em
Jardinépolis, SP.

FV GL oM Fc Pr>Fc
Genodtipo 14 0.047 3.581 * 0.002
Bloco 2 0,025 1.892 n.s 0,170
Erro 28 0,013
Total corrigido 44
Média geral 0,130
CV (%) 88.24

* = significativo e ns = ndo significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Scott-
Knott. Dados transformados em arcoseno (Vseveridade/100).
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TABELA 7A Resumo da analise de variancia da severidade da antracnose em
quinze genoétipos de sorgo na safra de inverno de 2009, em Rio

Verde, GO.

FV GL oM Fc Pr>Fc
Genotipo 14 0.650 55.707 * 0.000
Bloco 2 0,001 0,069 n.s 0,934
Erro 28 0,012
Total corrigido 44
Média geral 0.707
CV (%) 15,28

* = gignificativo e ns = ndo significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Scott-
Knott. Dados transformados em arcoseno (Vseveridade/100).

TABELA 8A Resumo da analise de variancia da severidade da antracnose em
quinze gendtipos de sorgo na safra de inverno de 2009, em Sete

Lagoas, MG.

FV GL oM Fc Pr>Fc¢
Genodtipo 14 0.539 47470 * 0.000
Bloco 2 0,030 2,601 n.s 0,092
Erro 28 0,011
Total corrigido 44 0,539
Média geral 0.432
CV (%) 24.65

* = significativo e ns = ndo significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Scott-
Knott. Dados transformados em arcoseno (Vseveridade/100).

TABELA 9A Resumo da analise de varidncia da AACPD em quinze genotipos
de sorgo na safra de verdo 2008/2009, em Sete Lagoas, MG.

FV GL oM Fc Pr>Fc
Gendtino 14 0.042 55.877 * 0.000
Bloco 2 0,001 1.184 n.s 0.321
Erro 28 0,001
Total corrigido 44
Média geral 0,105
CV (%) 26.12

* = significativo e ns = ndo significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste Scott-
Knott. Dados transformados em arcoseno (VAACPD/100).
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TABELA 10A Resumo da analise de varidncia da AACPD em quinze genotipos
de sorgo na safra de inverno em 2009, em Sete Lagoas, MG.

FV GL oM Fc Pr>Fc
Genodtipo 14 0.036 51.303 * 0.000
Bloco 2 0,000 0.271 n.s 0.765
Erro 28 0,001
Total 44
Média geral 0,082
CV (%) 32.09

* = significativo e ns = ndo significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste
Scott-Knott. Dados transformados em arcoseno (VAACPD/100).
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TABELA 11A Reagéo de 15 gendtipos de sorgo a C. sublineolum, em Campo Novo do Parecis, MT.

Isolados/Reagdo dos hibridos
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TABELA 12A Reacao de 15 genoétipos de sorgo a C. sublineolum, Goiania, GO.
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TABELA 12A, Cont.”
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TABELA 13A Reagéo de 15 genoétipos de sorgo a C. sublineolum, Jardinopolis, SP.
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TABELA 14A Reacdo de 15 gendtipos de sorgo a C. sublineolum, em Patos de Minas, MG.
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'R = Resistente e S = Suscetivel.
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TABELA 15A Reagdo de 15 gendtipos de sorgo a C. sublineolum, em Pelotas, RS.

Isolados/Reacdo dos hibridos

Genotipos

J—
w
[e)}
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160 161 162 163
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|

BR009
SC283
Volumax
1F305
SHS500
735005
P. Negra
DKB599
BR304
BR310
BRS308
9920044
9920045
1G150
DAS740
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'R = Resistente e S = Suscetivel. “...continua...”



TABELA 15A, Cont.”

Isolados/Reacao dos hibridos
169 170 171 173 174 175 177 179 181 182 183

168

Genotipos
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N NN NNNE NN
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N NN NN NN

BRO009
SC283
Volumax
1G150
DAS740
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1F305
SHS500
735005
P. Negra
DKB599
BR304
BR310
BRS308
9920044
9920045
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TABELA 16A Reagdo de 15 gendtipos de sorgo a C. sublineolum, em Sete Lagoas, MG.

72 73 74 75 76

66 67 68 69 70 71

Isolados/Reacdo dos hibridos
64 65

62 63

53 55 56 57 58 59 60 6l

Gendtipos
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BR009
SC283
Volumax
1F305
SHS500
735005
P. Negra
DKB599
BR304
BR310
BRS308
9920044
9920045
1G150
DAS740
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...continua...”
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“TABELA 16A, Cont.”

87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 98 99

Isolados/Reagdo dos hibridos
86

84 85

82 83

77 78 79 80 81

Genotipos
BR009
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SC283
Volumax
1F305
SHS500
735005
P. Negra
DKB599
BR304
BR310
BRS308
9920044
9920045
1G150
DAS740
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TABELA 17A Reagéo de 15 gendtipos de sorgo a C. sublineolum de diferentes locais.

Isolados/ /Locais /Reagdo dos hibridos

Genotipos Mineiros.GO Primavera Rio Verde.GO Sete L.agoas.MG
285 288 213 28283 SC283
BR009 'S S S S S
SC283 R S R S S
Volumax R R R R R
1F305 S S R R R
SHS500 S S S R R
735005 R R S R R
P. Negra R R R S S
DKB599 S S S S S
BR304 S S R R R
BR310 S R R R R
BRS308 S S R R R
9920044 S R S R R
9920045 S R R R R
1G150 R R R R R
DAS740 R R R R R
’Racas 153.00 209.00 177.24 195.00 195.00

'R = Resistente e S = Suscetivel. 2SC283 sio isolados amostrados do padrio de resisténcia com o mesmo nome, em
Sete Lagoas, MG e Rio Verde, GO, em 2009



Precipitagdo diaria de dezembro de 2008 a maio de 2009 em Sete Lagoas, MG
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FIGURA 1A Precipitacdo e temperaturas maximas, médias e minimas diarias de
dezembro de 2008 a maio de 2009, em Sete Lagoas, MG.

139



ANEXO B

TABELA 1B Numero observado (FO) e esperado (FE) de 20 isolados
de C. sublineolum com viruléncia a 105 combinagdes
entre hibridos de sorgo, baseando-se na hipotese de
associa¢do negativa de viruléncia, por meio do teste

estatistico qui-qUAAIAdO (h).....o.vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeer e 141

TABELA 2B Numero observado (FO) e esperado (FE) de 22 isolados
de C. sublineolum com viruléncia a 105 combinagdes
entre hibridos de sorgo, baseando-se na hipotese de
associag@o negativa de viruléncia, por meio do teste
estatistico qui-qUAIado (4).......cveveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen

TABELA 3B Numero observado (FO) e esperado (FE) de 39 isolados
de C. sublineolum com viruléncia a 105 combinagdes
entre hibridos de sorgo, baseando-se na hipotese de
associacdo negativa de viruléncia, por meio do teste
estatistico qui-qUAAIAdO (h).....oevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

TABELA 4B Numero observado (FO) e esperado (FE) de 7 isolados
de C. sublineolum com viruléncia a 105 combinagdes
entre hibridos de sorgo, baseando-se na hipotese de
associag@o negativa de viruléncia, por meio do teste
estatistico qui-qUAIado (4).......oveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeae

TABELA 5B Numero observado (FO) e esperado (FE) de 23 isolados
de C. sublineolum com viruléncia a 105 combinagdes
entre hibridos de sorgo, baseando-se na hipotese de
associa¢do negativa de viruléncia, por meio do teste
estatistico qui-quadrado (7). .....coooveveeererveeeeeeeeeeeeeeesesee e

TABELA 6B Numero observado (FO) e esperado (FE) de 42 isolados
de C. sublineolum com viruléncia a 105 combinagdes
entre hibridos de sorgo, baseando-se na hipotese de
associag@o negativa de viruléncia, por meio do teste
estatistico qui-qUAIado (4).......ooveeveeeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
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TABELA 1B Numero observado (FO) e esperado (FE) de 20 isolados de C. sublineolum com viruléncia a 105
combinag¢des entre hibridos de sorgo, baseando-se na hipotese de associag@o negativa de viruléncia,
por meio do teste estatistico qui-quadrado ().

Campo Novo do Parecis. MT

14!

Combinagoes entre AA, VA, AV, V,V, 5
hibridos FO FE FO FE FO FE O B ¥~ calculado
RBRON9 x SCOR3 0 0 000 17 17 000 0 0000 3 3.000 0 000
BRO009 x Volumax 0 0.000 20 20.000 0 0.000 0 0.000 0.000
BRO009 x 1F305 0 0.000 13 13.000 0 0.000 7 7.000 0.000
BR009 x SHS500 0 0.000 1 1.000 0 0.000 19 19.000 0.000
BRO009 x 735005 0 0.000 13 13.000 0 0.000 7 7.000 0.000
BRO009 x P. Neera 0 0.000 20 20.000 0 0.000 0 0.000 0.000
BR009 x DKB599 0 0.000 3 3.000 0 0.000 17 17.000 0.000
BR009 x BR304 0 0.000 3 3.000 0 0.000 17 17.000 0.000
BR009 x BR310 0 0.000 8 8.000 0 0.000 12 12.000 0.000
BR009 x BRS308 0 0.000 13 13.000 0 0.000 7 7.000 0.000
BRO009 x 9920044 0 0.000 8 8.000 0 0.000 12 12.000 0.000
BRO009 x 9920045 0 0.000 13 13.000 0 0.000 7 7.000 0.000
BRO009 x 1G150 0 0.000 17 17.000 0 0.000 3 3.000 0.000
BR009 x DAS740 0 0.000 19 19.000 0 0.000 1 1.000 0.000
SC283 x Volumax 17 17.000 3 3.000 0 0.000 0 0.000 0.000
SC283 x 1F305 10 11.050 3 1.950 7 5.950 0 1.050 1.900
SC283 x SHS500 1 0.850 0 0.150 16 16.150 3 2.850 0.186
SC283 x 735005 11 11.050 2 1.950 6 5.950 1 1.050 0.004
SC283 x P. Negra 17 17.000 3 3.000 0 0.000 0 0.000 0.000
SC283 x DKB599 2 2.550 1 0.450 15 14.450 2 2.550 0.930
SC283 x BR304 3 2.550 0 0.450 14 14.450 3 2.550 0.623
SC283 x BR310 6 6.800 2 1.200 11 10.200 1 1.800 1.046
SC283 x BRS308 10 11.050 3 1.950 7 5.950 0 1.050 1.900
SC283 x 9920044 7 6.800 1 1.200 10 10.200 2 1.800 0.065
SC283 x 9920045 11 11.050 2 1.950 6 5.950 1 1.050 0.004
SC283 x 1G150 14 14.450 3 2.550 3 2.550 0 0.450 0.623
SC283 x DAS740 16 16.150 3 2.850 1 0.850 0 0.150 0.186

'A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagio do primeiro e do segundo gendtipos,
respectivamente. x2 tabelado = 7,815, *Associagdo negativamente significativa para viruléncia. **Associagdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05). “...continua...”



“TABELA 1B, Cont.”

Campo Novo do Parecis, MT

(44!

Combinagdes entre hibridos Arfy Vi, A1V ViV x* calculado
FE FO FE FO FE EO FE
Valumax x 1TF305 13 13 000 0 0 000 7 7 000 0 0 000 0 000
Volumax x SHS500 1 1.000 0 0.000 19 19.000 0 0.000 0.000
Volumax x 735005 13 13.000 0 0.000 7 7.000 0 0.000 0.000
Volumax x P. Neera 20 20.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0.000
Volumax x DKB599 3 3.000 0 0.000 17 17.000 0 0.000 0.000
Volumax x BR304 3 3.000 0 0.000 17 17.000 0 0.000 0.000
Volumax x BR310 8 8.000 0 0.000 12 12.000 0 0.000 0.000
Volumax x BRS308 13 13.000 0 0.000 7 7.000 0 0.000 0.000
Volumax x 9920044 8 8.000 0 0.000 12 12.000 0 0.000 0.000
Volumax x 9920045 13 13.000 0 0.000 7 7.000 0 0.000 0.000
Volumax x 1G150 17 17.000 0 0.000 3 3.000 0 0.000 0.000
Volumax x DAS740 19 19.000 0 0.000 1 1.000 0 0.000 0.000
1F305 x SHS500 1 0.650 0 0.350 12 12.350 7 6.650 0.567
1F305 x 735005 7 8.450 6 4.550 6 4.550 1 2.450 2.031
1F305 x P. Neera 13 13.000 7 7.000 0 0.000 0 0.000 0.000
1F305 x DKB599 2 1.950 1 1.050 11 11.050 6 5.950 0.004
1F305 x BR304 1 1.950 2 1.050 12 11.050 5 5.950 1.556
1F305 x BR310 5 5.200 3 2.800 8 7.800 4 4.200 0.037
1F305 x BRS308 13 8.450 0 4.550 0 4.550 7 2.450 20.000**
1F305 x 9920044 3 5.200 5 2.800 10 7.800 2 4.200 4432
1F305 x 9920045 8 8.450 5 4.550 5 4.550 2 2.450 0.196
1F305 x 1G150 10 11.050 7 5.950 3 1.950 0 1.050 1.900
1F305 x DAS740 13 12.350 6 6.650 0 0.650 1 0.350 1.955

1 " n N " ~ N N N N ~ " N y Lo

A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagdo do primeiro ¢ do segundo genoétipos,
respectivamente. y2 tabelado = 7,815, *Associagdo negativamente significativa para viruléncia. **Associagdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05). “...continua...”



“TABELA 1B, Cont.”

Campo Novo do Parecis. MT

Combinagdes A AL V. A, AV, V.V,

y* calculado

vl

entre hibridos FO FE FO FE FO FE FO FE

SHS500 x 735005 1 0.650 12 12.350 0 0350 7 6 650 0567
SHS500 x P. Negra 1 0.050 0 0.950 0 0.950 19 18.050 20.000%**
SHS500 x DKB599 0 0.150 3 2.850 1 0.850 16 16.150 0.186
SHS500 x BR304 0 0.150 3 2.850 1 0.850 16 16.150 0.186
SHS500 x BR310 1 0.400 7 7.600 0 0.600 12 11.400 1.579
SHS500 x BRS308 1 0.650 12 12.350 0 0.350 7 6.650 0.567
SHS500 x 9920044 1 0.400 7 7.600 0 0.600 12 11.400 1.579
SHS500 x 9920045 1 0.650 12 12.350 0 0.350 7 6.650 0.567
SHS500 x 1G150 1 0.850 16 16.150 0 0.150 3 2.850 0.186
SHS500 x DAS740 1 0.950 18 18.050 0 0.050 1 0.950 0.055
735005 x P. Negra 13 13.000 7 7.000 0 0.000 0 0.000 0.000
735005 x DKB599 3 1.950 0 1.050 10 11.050 7 5.950 1.900
735005 x BR304 3 1.950 0 1.050 10 11.050 7 5.950 1.900
735005 x BR310 8 5.200 0 2.800 5 7.800 7 4.200 7.179
735005 x BRS308 13 8.450 0 4.550 0 4.550 7 2.450 20.000%**
735005 x 9920044 8 5.200 0 2.800 5 7.800 7 4.200 7.179
735005 x 9920045 13 8.450 0 4.550 0 4.550 7 2.450 20.000%**
735005 x 1G150 13 11.050 4 5.950 0 1.950 3 1.050 6.555
735005 x DAS740 13 12.350 6 6.650 0 0.650 1 0.350 1.955
P. Negra x DKB599 3 3.000 0 0.000 17 17.000 0 0.000 0.000
P. Negra x BR304 3 3.000 0 0.000 17 17.000 0 0.000 0.000
P. Negra x BR310 8 8.000 0 0.000 12 12.000 0 0.000 0.000
P. Negra x BRS308 13 13.000 0 0.000 7 7.000 0 0.000 0.000
P. Negra x 9920044 8 8.000 0 0.000 12 12.000 0 0.000 0.000
P. Negra x 9920045 13 13.000 0 0.000 7 7.000 0 0.000 0.000
P. Neara x 1G150 17 17.000 0 0.000 3 3.000 0 0.000 0.000
P. Negra x DAS740 19 19.000 0 0.000 1 1.000 0 0.000 0.000

A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagdo do primeiro e do segundo genotipos,
respectivamente. 2 tabelado = 7,815, *Associacdo negativamente significativa para viruléncia. **Associagdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05) “...continua...”



“TABELA 1B, Cont.”

Campo Novo do Parecis. MT

24!

Combinagoes entre AAL V. A, AV, V.V, 2
hibridos FO FE FO FE FO FE FO FE x calculado
DKR599 x RR304 1 0450 > 2550 5 5550 15 14 450 0930
DKB599 x BR310 2 1.200 6 6.800 1 1.800 11 10.200 1.046
DKB599 x BRS308 2 1.950 11 11.050 1 1.050 6 5.950 0.004
DKB599 x 9920044 2 1.200 6 6.800 1 1.800 11 10.200 1.046
DKB599 x 9920045 3 1.950 10 11.050 0 1.050 7 5.950 1.900
DKB599 x 1G150 3 2.550 14 14.450 0 0.450 3 2.550 0.623
DKB599 x DAS740 3 2.850 16 16.150 0 0.150 1 0.850 0.186
BR304 x BR310 3 1.200 5 6.800 0 1.800 12 10.200 5.294
BR304 x BRS308 3 1.950 10 11.050 0 1.050 7 5.950 1.900
BR304 x 9920044 3 1.200 5 6.800 0 1.800 12 10.200 5.294
BR304 x 9920045 3 1.950 10 11.050 0 1.050 7 5.950 1.900
BR304 x 1G150 3 2.550 14 14.450 0 0.450 3 2.550 0.623
BR304 x DAS740 3 2.850 16 16.150 0 0.150 1 0.850 0.186
BR310 x BRS308 8 5.200 5 7.800 0 2.800 7 4.200 7.179
BR310 x 9920044 8 3.200 0 4.800 0 4.300 12 7.200 20.000%*
BR310 x 9920045 8 5.200 5 7.800 0 2.800 7 4.200 7.179
BR310 x 1G150 8 6.800 9 10.200 0 1.200 3 1.800 2.353
BR310 x DAS740 8 7.600 11 11.400 0 0.400 1 0.600 0.702
BRS308 x 9920044 3 5.200 5 2.800 10 7.800 2 4200 4.432
BRS308 x 9920045 8 8.450 5 4.550 5 4550 2 2.450 0.196
BRS308 x 1G150 10 11.050 7 5.950 3 1.950 0 1.050 1.900
BRS308 x DAS740 13 12.350 6 6.650 0 0.650 1 0.350 1.955
9920044 x 9920045 6 5.200 7 7.800 2 2.800 5 4.200 0.586
9920044 x 1G150 8 6.800 9 10.200 0 1.200 3 1.800 2.353
9920044 x DAS740 8 7.600 11 11.400 0 0.400 1 0.600 0.702
9920045 x 1G150 11 11.050 6 5.950 2 1.950 1 1.050 0.004
9920045 x DAS740 12 12.350 7 6.650 1 0.650 0 0.350 0.567
1G150 x DAS740 16 16.150 3 2.850 1 0.850 0 0.150 0.186

" A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagdo do primeiro e do segundo gendtipos,
respectivamente. y2 tabelado = 7,815, *Associagdo negativamente significativa para viruléncia. **Associacdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05).



TABELA 2B Numero observado (FO) e esperado (FE) de 22 isolados de C. sublineolum com viruléncia a 105
combinag¢des entre hibridos de sorgo, baseando-se na hipdtese de associagdo negativa de viruléncia,
por meio do teste estatistico qui-quadrado ().

Syl

Goiania, GO
Combinagdes entre AAL V. AL A Vo V.V 2
s FQ FE FO FE FO FE FQ FE 1 caleulado
RRO0NO x SCIR3 0 0 000 20 20 000 0 0 000 7 > 000 0000
BRO009 x Volumax 0 0.000 22 22.000 0 0.000 0 0.000 0.000
BRO009 x 1F305 0 0.000 17 17.000 0 0.000 5 5.000 0.000
BR009 x SHS500 0 0.000 4 4.000 0 0.000 18 18.000 0.000
BRO009 x 735005 0 0.000 14 14.000 0 0.000 8 8.000 0.000
BRO009 x P. Negra 0 0.000 8 8.000 0 0.000 14 14.000 0.000
BR009 x DKB599 0 0.000 9 9.000 0 0.000 13 13.000 0.000
BR009 x BR304 0 0.000 5 5.000 0 0.000 17 17.000 0.000
BR009 x BR310 0 0.000 14 14.000 0 0.000 8 8.000 0.000
BR009 x BRS308 0 0.000 18 18.000 0 0.000 4 4.000 0.000
BRO009 x 9920044 0 0.000 12 12.000 0 0.000 10 10.000 0.000
BRO009 x 9920045 0 0.000 12 12.000 0 0.000 10 10.000 0.000
BR009 x 1G150 0 0.000 15 15.000 0 0.000 7 7.000 0.000
BR009 x DAS740 0 0.000 22 22.000 0 0.000 0 0.000 0.000
SC283 x Volumax 20 20.000 2 2.000 0 0.000 0 0.000 0.000
SC283 x 1F305 15 15.455 2 1.545 5 4.545 0 0.455 0.647
SC283 x SHS500 3 3.636 1 0.364 17 16.364 1 1.636 1.497
SC283 x 735005 12 12.727 2 1.273 8 7.273 0 0.727 1.257
SC283 x P. Negra 8 7.273 0 0.727 12 12.727 2 1.273 1.257
SC283 x DKB599 9 8.182 0 0.818 11 11.818 2 1.182 1.523
SC283 x BR304 5 4.545 0 0.455 15 15.455 2 1.545 0.647
SC283 x BR310 12 12.727 2 1.273 8 7.273 0 0.727 1.257
SC283 x BRS308 16 16.364 2 1.636 4 3.636 0 0.364 0.489
SC283 x 9920044 10 10.909 2 1.091 10 9.091 0 0.909 1.833
SC283 x 9920045 11 10.909 1 1.091 9 9.091 1 0.909 0.018
SC283 x 1G150 14 13.636 1 1.364 6 6.364 1 0.636 0.335
SC283 x DAS740 20 20.000 2 2.000 0 0.000 0 0.000 0.000

" A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a rea¢io do primeiro e do segundo genotipos,
respectivamente. y2 tabelado = 7,815, *Associacdo negativamente significativa para viruléncia. **Associagdo
positivamente significativa para viruléncia (P<0,05). o “...continua...”



“TABELA 2B, Cont.”

Id!

Goidnia.GO
COmbinaQaeS entre A1A2 VIAZ A1V2 V]Vz XZ
hibridos FO FE FO FE FO FE FO FE calculado
Volumax x 1F305 17 17.000 0 0.000 5 5000 0 0.000 0.000
Volumax x SHS500 4 4.000 0 0.000 18 18.000 0 0.000 0.000
Volumax x 735005 14 14.000 0 0.000 8 8.000 0 0.000 0.000
Volumax x P. Negra 8 8.000 0 0.000 14 14.000 0 0.000 0.000
Volumax x DKB599 9 9.000 0 0.000 13 13.000 0 0.000 0.000
Volumax x BR304 5 5.000 0 0.000 17 17.000 0 0.000 0.000
Volumax x BR310 14 14.000 0 0.000 8 8.000 0 0.000 0.000
Volumax x BRS308 18 18.000 0 0.000 4 4.000 0 0.000 0.000
Volumax x 9920044 12 12.000 0 0.000 10 10.000 0 0.000 0.000
Volumax x 9920045 12 12.000 0 0.000 10 10.000 0 0.000 0.000
Volumax x 1G150 15 15.000 0 0.000 7 7.000 0 0.000 0.000
Volumax x DAS740 22 22.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0.000
1F305 x SHS500 4 3.091 0 0.909 13 13.909 5 4.091 1.438
1F305 x 735005 13 10.818 1 3.182 4 6.182 4 1.818 5.324
1F305 x P. Negra 5 6.182 3 1.818 12 10.818 2 3.182 1.562
1F305 x DKB599 8 6.955 1 2.045 9 10.045 4 2.955 1.170
1F305 x BR304 5 3.864 0 1.136 12 13.136 5 3.864 1.903
1F305 x BR310 13 10.818 1 3.182 4 6.182 4 1.818 5.324
1F305 x BRS308 17 13.909 1 4.091 0 3.091 4 0.909 16.622%%*
1F305 x 9920044 10 9.273 2 2.727 7 7.727 3 2.273 0.552
1F305 x 9920045 9 9.273 3 2.727 8 7.727 2 2.273 0.078
1F305 x 1G150 10 11.591 5 3.409 7 5.409 0 1.591 3.020
1F305 x DAS740 17 17.000 5 5.000 0 0.000 0 0.000 0.000

" A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a rea¢io do primeiro e do segundo genotipos,
respectivamente. y2 tabelado = 7,815, *Associacdo negativamente significativa para viruléncia. **Associagdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05). “..continua...”



“TABELA 2B, Cont.”

Lyl

Goiania,GO
AA, ViA, AV, ViV, 2

Combinagdes entre hibridos  FO FE FO FE FO FE FO FE ¥ caleulado
SHSS500 x P Neora 3 1.455 5 6545 1 7.545 13 11455 3154
SHS500 x DKB599 3 1.636 6 7.364 1 2.364 12 10.636 2.350
SHS500 x BR304 3 0.909 2 4.091 1 3.091 16 13.909 7.607
SHS500 x BR310 4 2.545 10 11.455 0 1.455 8 6.545 2.794
SHS500 x BRS308 4 3.273 14 14.727 0 0.727 4 3.273 1.086
SHS500 x 9920044 4 2.182 8 9.818 0 1.818 10 8.182 4.074
SHS500 x 9920045 4 2.182 8 9.818 0 1.818 10 8.182 4.074
SHS500 x 1G150 4 2.727 11 12.273 0 1.273 7 5.727 2.281
SHS500 x DAS740 4 4.000 18 18.000 0 0.000 0 0.000 0.000
735005 x P. Negra 8 5.091 0 2.909 6 8.909 8 5.091 7.184
735005 x DKB599 9 5.727 0 3.273 5 8.273 8 4,727 8.703%**
735005 x BR304 14 8.909 0 5.091 0 5.091 8 2.909 22.000%*
735005 x BR310 14 11.455 4 6.545 0 2.545 4 1.455 8.556%**
735005 x BRS308 12 7.636 0 4.364 2 6.364 8 3.636 15.086%*
735005 x 9920044 12 7.636 0 4.364 2 6.364 8 3.636 15.086**
735005 x 9920045 12 7.636 0 4.364 2 6.364 8 3.636 15.086**
735005 x 1G150 14 9.545 1 5.455 0 4.455 7 2.545 17.967**
735005 x DAS740 14 14,000 8 8.000 0 0.000 0 0.000 0.000
P. Negra x DKB599 8 3273 1 5.727 0 4.727 13 8.273 18.159%%*
P. Negra x BR304 5 1.818 0 3.182 3 6.182 14 10.818 11.324**
P. Negra x BR310 8 5.091 6 8.909 0 2.909 8 5.091 7.184
P. Negra x BRS308 8 6.545 10 11.455 0 1.455 4 2.545 2.794
P. Negra x 9920044 8 4.364 4 7.636 0 3.636 10 6.364 10.476%**
P. Negra x 9920045 8 4.364 4 7.636 0 3.636 10 6.364 10.476**
P. Negra x 1G150 8 5.455 7 9.545 0 2.545 7 4.455 5.867
?. Negra x DAS740 8 8.000 14 14.000 0 0.000 0 0.000 0.000

A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagdo do primeiro e do segundo genotipos,
respectivamente. y2 tabelado = 7,815, *Associacdo negativamente significativa para viruléncia. **Associacio
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05).
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TABELA 3B Numero observado (FO) e esperado (FE) de 39 isolados de C. sublineolum com viruléncia a 105

combinag¢des entre hibridos de sorgo, baseando-se na hipdtese de associagdo negativa de viruléncia,
por meio do teste estatistico qui-quadrado ().

Jardindnolis. SP

Combinagdes entre AA, V1A, AV, V1V, 2
hibridos FO FE FO FE FO FE FO FE - caleulado
BRO09 x SC283 0 0.000 38 38.00 0 0.000 i 1.000 0.000
BR009 x Volumax 0 0.000 39 39.000 0 0.000 0 0.000 0.000
BR009 x 1F305 0 0.000 17 17.000 0 0.000 2 22.000 0.000
BR009 x SHS500 0 0.000 14 14,000 0 0.000 25 25.000 0.000
BRO09 x 735005 0 0.000 2 22.000 0 0.000 17 17.000 0.000
BR009 x P. Negra 0 0.000 30 30.000 0 0.000 9 9.000 0.000
BR009 x DKB599 0 0.000 1 11.000 0 0.000 28 28.000 0.000
BR009 x BR304 0 0.000 21 21.000 0 0.000 18 18.000 0.000
BR009 x BR310 0 0.000 28 28.000 0 0.000 1 11.000 0.000
BR009 x BRS308 0 0.000 19 19.000 0 0.000 20 20.000 0.000
BR009 x 9920044 0 0.000 17 17.000 0 0.000 2 22.000 0.000
BR009 x 9920045 0 0.000 21 21.000 0 0.000 18 18.000 0.000
BR009 x 1G150 0 0.000 2 22.000 0 0.000 17 17.000 0.000
BR009 x DAS740 0 0.000 39 39.000 0 0.000 0 0.000 0.000
SC283 x Volumax 38 38.000 1 1.000 0 0.000 0 0.000 0.000
SC283 x 1F305 16 16.564 1 0.436 2 21.436 0 0.564 1.328
SC283 x SHS500 13 13.641 1 0.359 25 24359 0 0.641 1.833
SC283 x 735005 21 21.436 1 0.564 17 16.564 0 0.436 0.793
SC283 x P. Negra 29 29231 1 0.769 9 8.769 0 0.231 0308
SC283 x DKB599 10 10718 1 0.282 28 27282 0 0.718 25612
SC283 x BR304 20 20.462 1 0.538 18 17538 0 0.462 0.880
SC283 x BR310 27 27.282 1 0.718 1 10718 0 0.282 0.403
SC283 x BRS308 8 185513 1 0.487 20 19.487 0 0,513 1,080
SC283 x 9920044 16 16.564 1 0.436 22 21.436 0 0.564 1.328
SC283 x 9920045 20 20.462 1 0.538 18 17538 0 0.462 0.880
SC283 x 1G150 21 21.436 1 0.564 17 16.564 0 0.436 0.793
SC283 x DAST740 38 38000 ] 1.000 0 0.000 0 0.000 0.000

" A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reacio do primeiro e do segundo genotipos,
respectivamente. y2 tabelado = 7,815, *Associacdo negativamente significativa para viruléncia. **Associacio
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05).

...continua...”
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“TABELA 3B, Cont.”

Jardinopolis. SP

P P "ALA, VA, AV, V.V, 2
Combinagoes entre hibridos e e e e A e A e ¥~ calculado
Voliumax x 1F305 17 17.000 0 0.000 22 272000 0 0.000 0.000
Volumax x SHS500 14 14.000 0 0.000 25 25.000 0 0.000 0.000
Volumax x 735005 22 22.000 0 0.000 17 17.000 0 0.000 0.000
Volumax x P. Negra 30 30.000 0 0.000 9 9.000 0 0.000 0.000
Volumax x DKB599 11 11.000 0 0.000 28 28.000 0 0.000 0.000
Volumax x BR304 21 21.000 0 0.000 18 18.000 0 0.000 0.000
Volumax x BR310 28 28.000 0 0.000 11 11.000 0 0.000 0.000
Volumax x BRS308 19 19.000 0 0.000 20 20.000 0 0.000 0.000
Volumax x 9920044 17 17.000 0 0.000 22 22.000 0 0.000 0.000
Volumax x 9920045 21 21.000 0 0.000 18 18.000 0 0.000 0.000
Volumax x 1G150 22 22.000 0 0.000 17 17.000 0 0.000 0.000
Volumax x DAS740 39 39.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0.000
1F305 x SHS500 7 6.103 7 7.897 10 10.897 15 14.103 0.365
1F305 x 735005 11 9.590 11 12.410 6 7.410 11 9.590 0.843
1F305 x P. Negra 14 13.077 16 16.923 3 3.923 6 5.077 0.501
1F305 x DKB599 7 4.795 4 6.205 10 12.205 18 15.795 2.504
1F305 x BR304 13 9.154 8 11.846 4 7.846 14 10.154 6.207
1F305 x BR310 16 12.205 12 15.795 1 4,795 10 6.205 7416
1F305 x BRS308 16 8.282 3 10.718 1 8.718 19 11.282 24.862%*
1F305 x 9920044 10 7.410 7 9.590 7 9.590 15 12.410 2.844
1F305 x 9920045 10 9.154 11 11.846 7 7.846 11 10.154 0.300
1F305 x 1G150 12 9.590 10 12.410 5 7.410 12 9.590 2.464
1F305 x DAS740 17 17.000 22 22.000 0 0.000 0 0.000 0.000

" A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagdo do primeiro e do segundo genotipos,
respectivamente. 2 tabelado = 7,815, *Associacdo negativamente significativa para viruléncia. **Associagdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05). “..continua...”



“TABELA 3B, Cont.”

Jardinopolis. SP

0S1

: 5 e A AN V. A, A Vo V.V, 2
Combinagdes entre hibridos = s = s = s ) s x~ calculado
SHSS500 x 735005 14 7.897 R 14.103 0 6.103 17 10.R97 16.876%*
SHS500 x P. Negra 14 10.769 16 19.231 0 3.231 9 5.769 6.552
SHS500 x DKB599 6 3949 5 7.051 8 10.051 20 17.949 2.315
SHS500 x BR304 10 7.538 11 13.462 4 6.462 14 11.538 2.717
SHS500 x BR310 11 10.051 17 17.949 3 3.949 8 7.051 0.495
SHS500 x BRS308 9 6.821 10 12.179 5 7.179 15 12.821 2.119
SHS500 x 9920044 10 6.103 7 10.897 4 7.897 18 14.103 6.884
SHS500 x 9920045 13 7.538 8 13.462 1 6.462 17 11.538 13.374%*
SHS500 x 1G150 13 7.897 9 14.103 1 6.103 16 10.897 11.799%**
SHS500 x DAS740 14 14.000 25 25.000 0 0.000 0 0.000 0.000
735005 x P. Negra 22 16923 8 13.077 0 5.077 9 3.923 15.141%*
735005 x DKB599 6 3949 5 7.051 8 10.051 20 17.949 2.315
735005 x BR304 10 7.538 11 13.462 4 6.462 14 11.538 2.717
735005 x BR310 11 10.051 17 17.949 3 3.949 8 7.051 0.495
735005 x BRS308 9 6.821 10 12.179 5 7.179 15 12.821 2.119
735005 x 9920044 10 6.103 7 10.897 4 7.897 18 14.103 6.884
735005 x 9920045 13 7.538 8 13.462 1 6.462 17 11.538 13.374%*
735005 x 1G150 13 7.897 9 14.103 1 6.103 16 10.897 11.799%**
735005 x DAS740 14 14.000 25 25.000 0 0.000 0 0.000 0.000
P. Negra x DKB599 11 8462 0 2.538 19 21.538 9 6.462 4.596
P. Negra x BR304 21 16.154 0 4,846 9 13.846 9 4,154 13.650%**
P. Negra x BR310 28 21.538 0 6.462 2 8.462 9 2.538 29.782**
P. Negra x BRS308 19 14615 0 4385 11 15.385 9 4,615 11.115%*
P. Negra x 9920044 17 13.077 0 3.923 13 16.923 9 5.077 9.041%**
P. Negra x 9920045 21 16,154 0 4,846 9 13.846 9 4,154 13.650**
P. Negra x 1G150 22 16923 0 5.077 8 13.077 9 3.923 15.141%**
}3 Negra x DAS740 30 30.000 9 9.000 0 0.000 0 0.000 0.000

A= aviruléncia ¢ V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagdo do primeiro ¢ do segundo genotipos,
respectivamente. y2 tabelado = 7,815, *Associagdo negativamente significativa para viruléncia. **Associagdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05). “...continua...”



“TABELA 3B, Cont.”

Jardindpolis. SP

151

Combinacgdes entre AA, V. A, A Vo V.V, 2
1«.’1««?.4 FO FE EO FE FO FE FO FE X calculado
NDKR599 x RR30N4 9 5023 12 15077 2 5077 16 12923 4 k24
DKB599 x BR310 9 7.897 19 20.103 2 3.103 9 7.897 0.760
DKB599 x BRS308 9 5.359 10 13.641 2 5.641 18 14.359 6.719
DKB599 x 9920044 5 4.795 12 12.205 6 6.205 16 15.795 0.022
DKB599 x 9920045 8 5.923 13 15.077 3 5.077 15 12.923 2.198
DKB599 x 1G150 9 6.205 13 15.795 2 4,795 15 12.205 4.022
DKB599 x DAS740 11 11.000 28 28.000 0 0.000 0 0.000 0.000
BR304 x BR310 21 15.077 7 12.923 0 5.923 11 5.077 17.875%*
BR304 x BRS308 19 10.231 0 8.769 2 10.769 18 9.231 31.757**
BR304 x 9920044 17 9.154 0 7.846 4 11.846 18 10.154 25.831%*
BR304 x 9920045 21 11.308 0 9.692 0 9.692 18 8.308 39.000**
BR304 x 1G150 21 11.846 1 10.154 0 9.154 17 7.846 35.159%*
BR304 x DAS740 21 21.000 18 18.000 0 0.000 0 0.000 0.000
BR310 x BRS308 19 13.641 0 5.359 9 14.359 11 5.641 14.555%*
BR310 x 9920044 17 12.205 0 4.795 11 15.795 11 6.205 11.839**
BR310 x 9920045 21 15.077 0 5.923 7 12.923 11 5.077 17.875%%*
BR310 x 1G150 22 15.795 0 6.205 6 12.205 11 4.795 19.828**
BR310 x DAS740 28 28.000 11 11.000 0 0.000 0 0.000 0.000
BRS308 x 9920044 10 8.282 7 8.718 9 10.718 13 11.282 1.232
BRS308 x 9920045 11 10.231 10 10.769 8 8.769 10 9.231 0.244
BRS308 x 1G150 14 10.718 8 11.282 5 8.282 12 8.718 4.496
BRS308 x DAS740 19 19.000 20 20.000 0 0.000 0 0.000 0.000
9920044 x 9920045 15 9.154 6 11.846 2 7.846 16 10.154 14.341%**
9920044 x 1G150 15 9.590 7 12.410 2 7.410 15 9.590 12.413**
9920044 x DAS740 17 17.000 22 22.000 0 0.000 0 0.000 0.000
9920045 x 1G150 16 11.846 6 10.154 5 9.154 12 7.846 7.240
9920045 x DAS740 21 21.000 18 18.000 0 0.000 0 0.000 0.000
1G150 x DAS740 22 22.000 17 17.000 0 0.000 0 0.000 0.000

' A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagio do primeiro ¢ do segundo gendtipos,
respectivamente. y2 tabelado = 7,815, *Associacdo negativamente significativa para viruléncia. **Associagdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05).



TABELA 4B Numero observado (FO) e esperado (FE) de 7 isolados de C. sublineolum com viruléncia a 105
combinagdes entre hibridos de sorgo, baseando-se na hipotese de associagdo negativa de viruléncia,
por meio do teste estatistico qui-quadrado ().

Patos de Minas, MG

2

49!

Combinagdes entre AA, V. Ax AV, V.V, X
Lilarid EQ FE EO FE EO EE EQ FE alenlad
RRON9 x SCRKR3 0 0.000 6 6.000 0 0.000 1 1.000 0.000
BRO009 x Volumax 0 0.000 6 6.000 0 0.000 1 1.000 0.000
BRO009 x 1F305 0 0.000 6 6.000 0 0.000 1 1.000 0.000
BR009 x SHS500 0 0.000 0 0.000 0 0.000 7 7.000 0.000
BRO009 x 735005 0 0.000 5 5.000 0 0.000 2 2.000 0.000
BR009 x P. Negra 0 0.000 4 4.000 0 0.000 3 3.000 0.000
BR009 x DKB599 0 0.000 2 2.000 0 0.000 5 5.000 0.000
BR009 x BR304 0 0.000 0 0.000 0 0.000 7 7.000 0.000
BR009 x BR310 0 0.000 0 0.000 0 0.000 7 7.000 0.000
BR009 x BRS308 0 0.000 6 6.000 0 0.000 1 1.000 0.000
BRO009 x 9920044 0 0.000 3 3.000 0 0.000 4 4.000 0.000
BRO009 x 9920045 0 0.000 4 4.000 0 0.000 3 3.000 0.000
BR009 x 1G150 0 0.000 6 6.000 0 0.000 1 1.000 0.000
BR009 x DAS740 0 0.000 6 6.000 0 0.000 1 1.000 0.000
SC283 x Volumax 6 5.143 0 0.857 0 0.857 1 0.143 7.000
SC283 x 1F305 4 4.286 1 0.714 2 1.714 0 0.286 0.467
SC283 x SHS500 1 0.857 0 0.142 5 5.143 1 0.857 0.194
SC283 x 735005 4 3.429 0 0.571 2 2.571 1 0.429 1.556
SC283 x P. Negra 4 3.429 0 0.571 2 2.571 1 0.429 0.889
SC283 x DKB599 0 0.000 0 0.000 6 6.000 1 1.000 0.000
SC283 x BR304 0 0.000 0 0.000 6 6.000 1 1.000 0.000
SC283 x BR310 0 0.000 0 0.000 6 6.000 1 1.000 0.000
SC283 x BRS308 4 4.286 1 0.714 2 1.714 0 0.286 0.467
SC283 x 9920044 2 1.714 0 0.2856 4 4.286 1 0.714 0.467
SC283 x 9920045 4 3.429 0 0.571 2 2.571 1 0.429 1.556
SC283 x 1G150 5 4.286 0 0.714 1 1.714 1 0.286 2917
SC283 x DAS740 6 5.143 0 0.857 0 0.857 1 0.143 7.000

'A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagdo do primeiro e¢ do segundo gendtipos,
respectivamente. 2 tabelado = 7,815, *Associagdo negativamente significativa para viruléncia. **Associagdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05). “..continua...”
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Patos de Minas, MG
: P g AA V. AL AV, V.V, 2
Combinagdes entre hibridos o) T o) = 7o) T ) = ¥~ calculado
Volimax x 1F305 4 4286 1 0.714 2 1.714 0 0.286 0.467
Volumax x SHS500 1 0.857 0 0.143 5 5.143 1 0.857 0.194
Volumax x 735005 4 3.429 0 0.571 2 2.571 1 0.429 0.889
Volumax x P. Negra 4 3.429 0 0.571 2 2.571 1 0.429 1.556
Volumax x DKB599 0 0.000 0 0.000 6 6.000 1 1.000 0.000
Volumax x BR304 0 0.000 0 0.000 6 6.000 1 1.000 0.000
Volumax x BR310 0 0.000 0 0.000 6 6.000 1 1.000 0.000
Volumax x BRS308 4 4.286 1 0.714 2 1.714 0 0.286 0.467
Volumax x 9920044 2 1.714 0 0.286 4 4.286 1 0.714 0.467
Volumax x 9920045 4 3.429 0 0.571 2 2.571 1 0.429 1.556
Volumax x 1G150 5 4.286 0 0.714 1 1.714 1 0.286 2917
Volumax x DAS740 6 5.143 0 0.857 0 0.857 1 0.143 7.000
1F305 x SHS500 1 0.714 0 0.286 4 4.286 2 1.714 0.067
1F305 x 735005 4 2.857 0 1.143 1 2.143 2 0.857 3.733
1F305 x P. Negra 4 2.857 0 1.143 1 2.143 2 0.857 3.733
1F305 x DKB599 0 0.000 0 0.000 5 5.000 2 2.000 0.000
1F305 x BR304 0 0.000 0 0.000 5 5.000 2 2.000 0.000
1F305 x BR310 0 0.000 0 0.000 5 5.000 2 2.000 0.000
1F305 x BRS308 5 3.571 0 1.429 0 1.429 2 0.571 7.000
1F305 x 9920044 2 1.429 0 0.571 3 3.571 2 1.429 1.120
1F305 x 9920045 4 2.857 0 1.143 1 2.143 2 0.857 3.733
1F305 x 1G150 3 3.571 2 1.429 2 1.429 0 0.571 1.120
1F305 x DAS740 4 4,286 2 1.714 1 0.714 0 0.286 0.333

1 " n " " ~ " " N N - T N y .-
A= aviruléncia ¢ V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagdo do primeiro ¢ do segundo genoétipos,
respectivamente. 2 tabelado = 7,815, *Associagdo negativamente significativa para viruléncia. **Associagdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05). “...continua...”
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; 5 Ty A AL V. A, A Vo V.Vo 2
Combinagoes entre hibridos ) o ) o ) s = o ¥~ calculado
SHSS500 x 735005 1 0.571 3 3.479 0 0.479 3 2.571 0.R75
SHS500 x P. Negra 1 0.571 3 3.429 0 0.429 3 2.571 0.875
SHS500 x DKB599 0 0.000 0 0.000 1 1.000 6 6.000 0.000
SHS500 x BR304 0 0.000 0 0.000 1 1.000 6 6.000 0.000
SHS500 x BR310 0 0.000 0 0.000 1 1.000 6 6.000 0.000
SHS500 x BRS308 1 0.714 4 4.286 0 0.286 2 1.714 0.467
SHS500 x 9920044 0 0.286 2 1.714 1 0.714 4 4.286 0.467
SHS500 x 9920045 1 0.571 3 3.429 0 0.429 3 2.571 0.500
SHS500 x 1G150 1 0.714 4 4.286 0 0.286 2 1.714 0.467
SHS500 x DAS740 1 0.857 5 5.143 0 0.143 1 0.857 0.194
735005 x P. Negra 3 2.286 1 1.714 1 1.714 2 1.286 1.215
735005 x DKB599 0 0.000 0 0.000 4 4,000 3 3.000 0.000
735005 x BR304 0 0.000 0 0.000 4 4.000 3 3.000 0.000
735005 x BR310 0 0.000 0 0.000 4 4.000 3 3.000 0.000
735005 x BRS308 4 2.857 1 2.143 0 1.143 2 0.857 2.667
735005 x 9920044 2 1.143 0 0.857 2 2.857 3 2.143 2.100
735005 x 9920045 4 2.286 0 1.714 0 1.714 3 1.286 7.000
735005 x 1G150 3 2.857 2 2.143 1 1.143 1 0.857 0.058
735005 x DAS740 4 2.857 1 2.143 0 1.143 2 0.857 3.733
P. Negra x DKB599 0 0.000 0 0.000 4 4.000 3 3.000 0.000
P. Negra x BR304 0 0.000 0 0.000 4 4,000 3 3.000 0.000
P. Negra x BR310 0 0.000 0 0.000 4 4.000 3 3.000 0.000
P. Negra x BRS308 3 2.857 2 2.143 1 1.143 1 0.857 0.058
P. Negra x 9920044 2 1.143 0 0.857 2 2.857 3 2.143 2.100
P. Negra x 9920045 3 2.286 1 1.714 1 1.714 2 1.286 1.215
P. Negra x 1G150 3 2.857 2 2.143 1 1.143 1 0.857 0.058
? Negra x DAS740 4 3.429 2 2,571 0 0.571 1 0.429 1.556

A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagdo do primeiro ¢ do segundo gendtipos,
respectivamente. 2 tabelado = 7,815, *Associagdo negativamente significativa para viruléncia. **Associagdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05). “...continua...”
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; 5 el A AN V. Ao A Vo V.V. 2
Combinagoes entre hibridos = s ) s ) s ) s x~ calculado
NKR599 x RR304 0 0.000 0 0.000 0 0.000 7 7.000 0.000
DKB599 x BR310 0 0.000 0 0.000 0 0.000 7 7.000 0.000
DKB599 x BRS308 0 0.000 5 5.000 0 0.000 2 2.000 0.000
DKB599 x 9920044 0 0.000 2 2.000 0 0.000 5 5.000 0.000
DKB599 x 9920045 0 0.000 4 4.000 0 0.000 3 3.000 0.000
DKB599 x 1G150 0 0.000 5 5.000 0 0.000 2 2.000 0.000
DKB599 x DAS740 0 0.000 6 6.000 0 0.000 1 1.000 0.000
BR304 x BR310 0 0.000 0 0.000 0 0.000 7 7.000 0.000
BR304 x BRS308 0 0.000 5 5.000 0 0.000 2 2.000 0.000
BR304 x 9920044 0 0.000 2 2.000 0 0.000 5 5.000 0.000
BR304 x 9920045 0 0.000 4 4.000 0 0.000 3 3.000 0.000
BR304 x 1G150 0 0.000 5 5.000 0 0.000 2 2.000 0.000
BR304 x DAS740 0 0.000 6 6.000 0 0.000 1 1.000 0.000
BR310 x BRS308 0 0.000 5 5.000 0 0.000 2 2.000 0.000
BR310 x 9920044 0 0.000 2 2.000 0 0.000 5 5.000 0.000
BR310 x 9920045 0 0.000 4 4.000 0 0.000 3 3.000 0.000
BR310 x 1G150 0 0.000 5 5.000 0 0.000 2 2.000 0.000
BR310 x DAS740 0 0.000 6 6.000 0 0.000 1 1.000 0.000
BRS308 x 9920044 2 1.429 0 2.000 3 3.571 2 5.000 3.800
BRS308 x 9920045 4 2.857 0 4.000 1 2.143 2 3.000 4333
BRS308 x 1G150 3 3.571 2 5.000 2 1.429 0 2.000 3.800
BRS308 x DAS740 4 4.286 2 6.000 1 0.714 0 1.000 3.667
9920044 x 9920045 2 1.143 2 4.000 0 0.857 3 3.000 1.000
9920044 x 1G150 2 1.429 3 5.000 0 0.571 2 2.000 0.800
9920044 x DAS740 2 3.429 4 6.000 0 0.286 1 1.000 0.667
9920045 x 1G150 3 2.857 2 5.000 1 1.143 1 2.000 2.300
9920045 x DAS740 4 3.429 2 6.000 0 0.571 1 1.000 2.667
1G150 x DAS740 5 4.286 1 6.000 0 0.714 1 1.000 4.167

' A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reacio do primeiro e do segundo genotipos,
respectivamente. y2 tabelado = 7,815, *Associacdo negativamente significativa para viruléncia. **Associagdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05).



TABELA 5B Numero observado (FO) e esperado (FE) de 23 isolados de C. sublineolum com viruléncia a 105
combinag¢des entre hibridos de sorgo, baseando-se na hipotese de associagdo negativa de viruléncia,
por meio do teste estatistico qui-quadrado ().
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Pelotas. RS
Combinagdes entre AAL V. As AV V.V 2
14"1“5.4 o FO FE EO FE FO FE FQO FE X calculado
RR0ON9 x SCR3 0 0 000 21 2100 0 0 000 2 2.000 0000
BR009 x Volumax 0 0.000 23 23.00 0 0.000 0 0.000 0.000
BRO009 x 1F305 0 0.000 23 23.00 0 0.000 0 0.000 0.000
BR009 x SHS500 0 0.000 4 4.00 0 0.000 19 19.000 0.000
BR009 x 735005 0 0.000 13 13.00 0 0.000 10 10.000 0.000
BRO009 x P. Negra 0 0.000 22 22.00 0 0.000 1 1.000 0.000
BR009 x DKB599 0 0.000 1 1.00 0 0.000 22 22.000 0.000
BR009 x BR304 0 0.000 2 2.00 0 0.000 21 21.000 0.000
BR009 x BR310 0 0.000 3 3.00 0 0.000 20 20.000 0.000
BR009 x BRS308 0 0.000 22 22.00 0 0.000 1 1.000 0.000
BR009 x 9920044 0 0.000 7 7.00 0 0.000 16 16.000 0.000
BR009 x 9920045 0 0.000 11 11.00 0 0.000 12 12.000 0.000
BR009 x 1G150 0 0.000 18 18.00 0 0.000 5 5.000 0.000
BR009 x DAS740 0 0.000 23 23.00 0 0.000 0 0.000 0.000
SC283 x Volumax 21 21.000 2 2.00 0 0.000 0 0.000 0.000
SC283 x 1F305 21 21.000 2 2.00 0 0.000 0 0.000 0.000
SC283 x SHS500 3 3.652 1 0.35 18 17.348 1 1.652 1.621
SC283 x 735005 11 11.870 2 1.13 10 9.130 0 0.870 1.685
SC283 x P. Negra 20 20.087 2 1.91 1 0.913 0 0.087 0.100
SC283 x DKB599 1 0913 0 0.09 20 20.087 2 1.913 0.100
SC283 x BR304 2 1.826 0 0.17 19 19.174 2 1.826 0.209
SC283 x BR310 3 2.739 0 0.26 18 18.261 2 1.739 0.329
SC283 x BRS308 20 20.087 2 1.91 1 0.913 0 0.087 0.100
SC283 x 9920044 7 6.391 0 0.61 14 14.609 2 1.391 0.958
SC283 x 9920045 11 10.043 0 0.96 10 10.957 2 1.043 2.008
SC283 x 1G150 16 16.435 2 1.57 5 4.565 0 0.435 0.608
SC283 x DAS740 21 21.000 2 2.00 0 0.000 0 0.000 0.000

'A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reacdo do primeiro e do segundo genotipos,
respectivamente. y2 tabelado = 7,815, *Associacdo negativamente significativa para viruléncia. **Associacdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05). “..continua...”



“TABELA 5B, Cont.”
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Pelotas. RS
Combinacdes entre AAL V. AL A Vo V.V, 2
I«{k«?,l EO EE FO FE EO FE EO EE X calculado
Volhimax x 1F305 23 23.000 0 0.00 0 0.000 0 0.000 0.000
Volumax x SHS500 4 4.000 0 0.00 19 19.000 0 0.000 0.000
Volumax x 735005 13 13.000 0 0.00 10 10.000 0 0.000 0.000
Volumax x P. Negra 22 22.000 0 0.00 1 1.000 0 0.000 0.000
Volumax x DKB599 1 1.000 0 0.00 22 22.000 0 0.000 0.000
Volumax x BR304 2 2.000 0 0.00 21 21.000 0 0.000 0.000
Volumax x BR310 3 3.000 0 0.00 20 20.000 0 0.000 0.000
Volumax x BRS308 22 22.000 0 0.00 1 1.000 0 0.000 0.000
Volumax x 9920044 7 7.000 0 0.00 16 16.000 0 0.000 0.000
Volumax x 9920045 11 11.000 0 0.00 12 12.000 0 0.000 0.000
Volumax x 1G150 18 18.000 0 0.00 5 5.000 0 0.000 0.000
Volumax x DAS740 23 23.000 0 0.00 0 0.000 0 0.000 0.000
1F305 x SHS500 4 4.000 0 0.00 19 19.000 0 0.000 0.000
1F305 x 735005 13 13.000 0 0.00 10 10.000 0 0.000 0.000
1F305 x P. Negra 22 22.000 0 0.00 1 1.000 0 0.000 0.000
1F305 x DKB599 1 1.000 0 0.00 22 22.000 0 0.000 0.000
1F305 x BR304 2 2.000 0 0.00 21 21.000 0 0.000 0.000
1F305 x BR310 3 3.000 0 0.00 20 20.000 0 0.000 0.000
1F305 x BRS308 22 22.000 0 0.00 1 1.000 0 0.000 0.000
1F305 x 9920044 7 7.000 0 0.00 16 16.000 0 0.000 0.000
1F305 x 9920045 11 11.000 0 0.00 12 12.000 0 0.000 0.000
1F305 x 1G150 18 18.000 0 0.00 5 5.000 0 0.000 0.000
1F305 x DAS740 23 23.000 0 0.00 0 0.000 0 0.000 0.000

" A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reacdo do primeiro e do segundo genotipos,
respectivamente. y2 tabelado = 7,815, *Associacdo negativamente significativa para viruléncia. **Associacio
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05). “...continua...”
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Pelotas. RS
Combinagdes entre ALAs V. A AV V.V, 2
hibhridoe FO FE FO FE FO FE FO FE 1 caleulado
SHS500 x 735005 4 2.261 9 10.739 0 1.739 10 8261 3725
SHS500 x P. Negra 4 3.826 18 18.174 0 0.174 1 0.826 0.220
SHS500 x DKB599 1 0.174 0 0.826 3 3.826 19 18.174 4.966
SHS500 x BR304 2 0.348 0 1.652 2 3.652 19 17.348 10.405%*
SHS500 x BR310 1 0.522 2 2.478 3 3.478 17 16.522 0.610
SHS500 x BRS308 4 3.826 18 18.174 0 0.174 1 0.826 0.220
SHS500 x 9920044 3 1217 4 5783 1 2.783 15 13217 4.542
SHS500 x 9920045 3 1.913 8 9.087 1 2.087 11 9.913 1.433
SHS500 x 1G150 3 3.130 15 14.870 1 0.870 4 4.130 0.030
SHS500 x DAS740 4 4.000 19 19.000 0 0.000 0 0.000 0.000
735005 x P. Negra 13 12.435 9 9.565 0 0.565 1 0.435 1.359
735005 x DKB599 1 0.565 0 0.435 12 12.435 10 9.565 0.804
735005 x BR304 2 1.130 0 0.870 11 11.870 10 9.130 1.685
735005 x BR310 3 1.696 0 1.304 10 11.304 10 8.696 2.654
735005 x BRS308 13 12.435 9 9.565 0 0.565 1 0.435 1.359
735005 x 9920044 7 3.957 0 3.043 6 9.043 10 6.957 7740
735005 x 9920045 11 6.217 0 4.783 2 6.783 10 5217 16.218%*
735005 x 1G150 13 10.174 5 7.826 0 2.826 5 2.174 8.306%*
735005 x DAS740 13 13.000 10 10.000 0 0.000 0 0.000 0.000
P. Negra x DKB599 1 0.957 0 0.043 21 21.043 1 0.957 0.048
P. Negra x BR304 2 1.913 0 0.087 20 20.087 1 0913 0.100
P. Negra x BR310 3 2.870 0 0.130 19 19.130 1 0.870 0.157
P. Negra x BRS308 22 21.043 0 0.957 0 0.957 1 0.043 23.000%*
P. Negra x 9920044 7 6.696 0 0.304 15 15.304 1 0.696 0.457
P. Negra x 9920045 11 10.522 0 0.478 11 11.478 1 0.522 0.958
P. Negra x 1G150 18 17217 0 0.783 4 4.783 1 0217 3.764
P. Neera x DAS740 22 22.000 1 1.000 0 0.000 0 0.000 0.000

—

positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05).

A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagdo do primeiro e do segundo genotipos,
respectivamente. 2 tabelado

7,815, *Associacdo negativamente significativa para viruléncia. **Associag@o

“...continua...”
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Pelotas. RS
Combinagdes entre ALAL V. A, AV, V.Vo 2
L:k«?A o FO FE FO FE FO FE FO FE X calculado
NKR599 x RR304 1 0.0R7 1 1.91 0 0913 21 20.087 10.977**
DKB599 x BR310 1 0.130 2 2.87 0 0.870 20 19.130 6.970
DKB599 x BRS308 1 0.957 21 21.04 0 0.043 1 0.957 0.048
DKB599 x 9920044 1 0.304 6 6.70 0 0.696 16 15.304 2.390
DKB599 x 9920045 1 0.478 10 10.52 0 0.522 12 11.478 1.140
DKB599 x 1G150 1 0.783 17 17.22 0 0.217 5 4.783 0.290
DKB599 x DAS740 1 1.000 22 22.00 0 0.000 0 0.000 0.000
BR304 x BR310 2 0.261 1 2.74 0 1.739 20 18.261 14.603%*
BR304 x BRS308 2 1.913 20 20.09 0 0.087 1 0.913 0.100
BR304 x 9920044 2 0.609 5 6.39 0 1.391 16 14.609 5.007
BR304 x 9920045 2 0.957 9 10.04 0 1.043 12 10.957 2.390
BR304 x 1G150 2 1.565 16 16.43 0 0.435 5 4.565 0.608
BR304 x DAS740 2 2.000 21 21.00 0 0.000 0 0.000 0.000
BR310 x BRS308 3 2.870 19 19.13 0 0.130 1 0.870 0.157
BR310 x 9920044 3 0913 4 6.09 0 2.087 16 13.913 7.886%*
BR310 x 9920045 3 1.435 8 9.57 0 1.565 12 10.435 3.764
BR310 x 1G150 3 2.348 15 15.65 0 0.652 5 4.348 0.958
BR310 x DAS740 3 3.000 20 20.00 0 0.000 0 0.000 0.000
BRS308 x 9920044 7 6.696 0 0.30 15 15.304 1 0.696 0.457
BRS308 x 9920045 11 10.522 0 0.48 11 11.478 1 0.522 0.958
BRS308 x 1G150 17 17.217 1 0.78 5 4.783 0 0.217 0.290
BRS308 x DAS740 22 22.000 1 1.00 0 0.000 0 0.000 0.000
9920044 x 9920045 6 3.348 5 7.65 1 3.652 11 8.348 5.789
9920044 x 1G150 5 5478 13 12.52 2 1.522 3 3478 0.276
9920044 x DAS740 7 7.000 16 16.00 0 0.000 0 0.000 0.000
9920045 x 1G150 7 7.727 10 9.27 3 2.273 2 2.727 0.552
9920045 x DAS740 11 11.000 12 12.00 0 0.000 0 0.000 0.000
1G150 x DAS740 18 18.000 5 5.00 0 0.000 0 0.000 0.000

" A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a rea¢io do primeiro e do segundo genotipos,
respectivamente. 2 tabelado = 7,815, *Associacdo negativamente significativa para viruléncia. **Associacdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05).



TABELA 6B Numero observado (FO) e esperado (FE) de 42 isolados de C. sublineolum com viruléncia a 105
combinagdes entre hibridos de sorgo, baseando-se na hipotese de associagdo negativa de
viruléncia, por meio do teste estatistico qui-quadrado (y).

Sete Lagoas. MG
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Combinagoes entre AAL V. As AV V.V 2
L{IMEA c EO FE FO FE FO FE EO FE X calculado
RR0ON9 x SCR3 0 000 31 31 000 0 0000 11 11000 0 000
BR009 x Volumax 0 0.000 40 40.000 0 0.000 2 2.000 0.000
BRO009 x 1F305 0 0.000 27 27.000 0 0.000 15 15.000 0.000
BR009 x SHS500 0 0.000 2 2.000 0 0.000 40 40.000 0.000
BRO009 x 735005 0 0.000 16 16.000 0 0.000 26 26.000 0.000
BRO009 x P. Negra 0 0.000 25 25.000 0 0.000 17 17.000 0.000
BR009 x DKB599 0 0.000 12 12.000 0 0.000 30 30.000 0.000
BR009 x BR304 0 0.000 1 1.000 0 0.000 41 41.000 0.000
BR009 x BR310 0 0.000 9 9.000 0 0.000 33 33.000 0.000
BR009 x BRS308 0 0.000 27 27.000 0 0.000 15 15.000 0.000
BRO009 x 9920044 0 0.000 5 5.000 0 0.000 37 37.000 0.000
BRO009 x 9920045 0 0.000 9 9.000 0 0.000 33 33.000 0.000
BR009 x 1G150 0 0.000 23 23.000 0 0.000 19 19.000 0.000
BR009 x DAS740 0 0.000 35 35.000 0 0.000 7 7.000 0.000
SC283 x Volumax 30 29.524 10 10.476 1 1.476 1 0.524 0.616
SC283 x 1F305 23 19.929 4 7.071 8 11.071 7 3.929 5.061
SC283 x SHS500 2 1.476 0 0.524 29 29.524 11 10.476 0.745
SC283 x 735005 13 11.810 3 4.190 18 19.190 8 6.810 0.740
SC283 x P. Negra 20 18.452 5 6.548 11 12.548 6 4.452 1.224
SC283 x DKB599 11 8.857 1 3.143 20 22.143 10 7.857 2.771
SC283 x BR304 1 0.738 0 0.262 30 30.262 11 10.738 0.363
SC283 x BR310 9 6.643 0 2.357 22 24357 11 8.643 4.065
SC283 x BRS308 24 19.929 3 7.071 7 11.071 8 3.929 8.893**
SC283 x 9920044 5 3.690 0 1.310 26 27.310 11 9.690 2.014
SC283 x 9920045 9 6.643 0 2.357 22 24.357 11 8.643 4.065
SC283 x 1G150 19 16.976 4 6.024 12 14.024 7 4976 2.036
SC283 x DAS740 27 25.833 8 9.167 4 5.167 3 1.833 1.207

' A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a rea¢io do primeiro ¢ do segundo gendtipos,
respectivamente. y2 tabelado = 7,815, *Associa¢do negativamente significativa para viruléncia. **Associacdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05). “...continua...”
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Sete Lagoas, MG

191

: = T A AL V. A AV, V.V, 2
Combinagdes entre hibridos 0 = 0 = 0 = 0 = ¥~ calculado
Valimay v TRRNAK 27 7251714 0 1 2RA 13 14 7286 2 0714 3 7R0
Volimax x SHS500 2 1.905 0 0.095 38 38.095 2 1.905 0.105
Volumax x 735005 16 15.238 0 0.762 24 24.762 2 1.238 1.292
Volimax x P Neora 25 23.810 0 1.190 15 16.190 2 0.810 3.088
Volimax x DKR599 12 11.429 0 0.571 28 28.571 2 1.429 0.840
Volumax x RR304 1 0.952 0 0.048 39 39.048 2 1.952 0.051
Volimax x RR310 9 8.571 0 0.429 31 31.429 2 1.571 0.573
Volumax x RRS30KR 26 25.714 1 1.286 14 14.286 1 0.714 0.187
Volimax x 9920044 5 4.762 0 0.238 35 35.238 2 1.762 0.284
Vohimax x 9920045 9 8.571 0 0.429 31 31.429 2 1.571 0.573
Volumax x 1G150 22 21.905 1 1.095 18 18.095 1 0.905 0.019
Vohimax x DAS740 34 33.333 1 1.667 6 6.667 1 0.333 1.680
1F305 x SHS500 1 1.286 1 0.714 26 25.714 14 14.286 0.187
1F305 x 735005 13 10.286 3 5.714 14 16.714 12 9.286 3.240
1F305 x P. Neora 18 16.071 7 8.929 9 10.929 8 6.071 1.601
1F305 x DKR599 9 7.714 3 4.286 18 19.286 12 10.714 0.840
1F305 x BR304 0 0.643 1 0.357 27 26.357 14 14.643 1.844
1F305 x RR310 6 5.786 3 3.214 21 21.214 12 11.786 0.028
1F305 x RRS30R 23 17.357 4 9.643 4 9.643 11 5.357 14.383%*
1F305 x 9920044 5 3.214 0 1.786 22 23.786 15 13.214 3.153
1F305 x 9920045 7 5.786 2 3.214 20 21.214 13 11.786 0.908
1F305 x 1G150 21 14.786 2 8.214 6 12.214 13 6.786 16.166**
1F305 x DAS740 24 22.500 11 12.500 3 4.500 4 2.500 1.680

'A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagdo do primeiro e do segundo genotipos,
respectivamente. y2 tabelado = 7,815, *Associagdo negativamente significativa para viruléncia. **Associacio
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05). “..continua...”
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Combinagdes entre ALA, V.A. AV, V.Va y* calculado
hiheid FO FE FE EFE FE
SHKSSNN ¥ 735004 1 0.762 15 15.23K8 1 1.238 24.762. 0.126
SHS500 x P. Neora 1 1.190 24 23.810 1 0.810 16.190 0.079
SHS500 x DKR599 0 0.571 12 11.429 2 1.429 28.571 0.840
SHS500 x BR304 1 0.048 0 0.952 1 1.952 39.048 20.488**
SHS500 x RR310 1 0.429 8 8.571 1 1.571 31.429 1.018
SHS500 x RRS30K 1 1.286 26 25.714 1 0.714 14.286 0.187
SHS500 x 9920044 1 0.238 4 4.762 1 1.762 35.238 2.906
SHS500 x 9920045 0 0.429 9 8.571 2 1.571 31.429 0.573
SHS500 x 1G150 1 1.095 22 21.905 1 0.905 18.095 0.019
SHS500 x DAS740 2 7.500 33 27.500 7 1.500 5.500 30.800**
735005 x P. Neora 16 9.524 9 15.476 0 6.476 10.524 17.575%*
735005 x DKR599 12 4.571 4 11.429 0 7.429 18.571 27.300%**
735005 x BR304 1 0.381 0 0.619 15 15.619 25.381 1.665
735005 x BRR310 9 3.429 0 5.571 7 12.571 20.429 18.614%*
735005 x RRS30K 16 10.286 11 16.714 0 5.714 9.286 14.359%*
735005 x 9920044 5 1.905 0 3.095 11 14.095 22.905 9223 %%
735005 x 9920045 9 3.429 0 5.571 7 12.571 20.429 18.614%*
735005 x 1G150 16 8.762 7 14.238 0 7.238 11.762 21.351%**
735005 x DAS740 16 13.333 19 21.667 0 2.667 4.333 5.169
P Neora x DKR599 12 7.143 0 4.857 13 17.857 12.143 11.424%*
P Neora x RR304 1 0.595 0 0.405 24 24.405 16.595 0.697
P Neora x BR310 7 5.357 2 3.643 18 19.643 13.357 1.584
P Neora x RRS308 25 16.071 2 10.929 0 8.929 6.071 34.314%*
P. Neora x 9920044 5 2.976 0 2.024 20 22.024 14.976 3.859
P Neora x 9920045 9 5.357 0 3.643 16 19.643 13.357 7.789
P. Neora x 1G150 23 13.690 0 9.310 2 11.310 7.690 34.573%*
F Neora x DAS740 25 20.833 10 14.167 4.167 2.833 12.353%*

respectivamente. 2 tabelado
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05).

A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reagdo do primeiro ¢ do segundo gendtipos,
7,815, *Associagdo negativamente significativa para viruléncia. **Associacio
“..continua...”
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Combinagdes entre A A LA AN AVALVA 2
e EQ EE EQ EE EQ EE EO EE x_calculado
DKR599 x RR304 0 0286 1 0714 17 11714 29 29 786 0410
DKB599 x BR310 4 2.571 5 6.429 8 9.429 25 23.571 1.414
DKB599 x BRS308 10 7.714 17 19.286 2 4.286 13 10.714 2.655
DKB599 x 9920044 1 1.429 4 3.571 11 10.571 26 26.429 0.204
DKB599 x 9920045 5 2.571 4 6.429 7 9.429 26 23.571 4.087
DKB599 x 1G150 9 6.571 14 16.429 3 5.429 16 13.571 2.778
DKB599 x DAS740 11 10.000 24 25.000 1 2.000 6 5.000 0.840
BR304 x BR310 1 0.571 23 23.429 0 0.429 18 17.571 0.768
BR304 x BRS308 1 0.643 26 26.357 0 0.357 15 14.643 0.569
BR304 x 9920044 1 0.119 4 4.881 0 0.881 37 36.119 7.580
BR304 x 9920045 1 0.214 8 8.786 0 0.786 33 32214 3.756
BR304 x 1G150 1 0.548 22 22,452 0 0.452 19 18.548 0.846
BR304 x DAS740 1 0.833 34 34.167 0 0.167 7 6.833 0.205
BR310 x BRS308 9 5.786 18 21.214 0 3.214 15 11.786 6.364
BR310 x 9920044 5 1.071 0 3.929 4 7.929 33 29.071 20.811%**
BR310 x 9920045 9 1.929 0 7.071 0 7.071 33 25.929 42.000%*
BR310 x 1G150 9 4.929 14 18.071 0 4.071 19 14.929 9.462%*
BR310 x DAS740 9 7.500 26 27.500 0 1.500 7 5.500 2.291
BRS308 x 9920044 5 3214 0 1.786 22 23.786 15 13.214 3.153
BRS308 x 9920045 9 5.786 0 3214 18 21.214 15 11.786 6.364
BRS308 x 1G150 21 14.786 2 8.214 6 12.214 13 6.786 16.166**
BRS308 x DAS740 24 22.500 11 12.500 3 4.500 4 2.500 1.680
9920044 x 9920045 1 1.071 8 7.929 4 3.929 29 29.071 0.007
9920044 x 1G150 4 2.738 19 20.262 1 2.262 18 16.738 1.459
9920044 x DAS740 4 4.167 31 30.833 1 0.833 6 6.167 0.045
9920045 x 1G150 7 4.929 16 18.071 2 4.071 17 14.929 2.449
9920045 x DAS740 8 7.500 27 27.500 1 1.500 6 5.500 0.255
1G150 x DAS740 21 19.167 14 15.833 2 3.833 5 3.167 2.326

' A= aviruléncia e V= viruléncia. As duas letras juntas indica a reacio do primeiro e do segundo genotipos,
respectivamente. x2 tabelado = 7,815, *Associagdo negativamente significativa para viruléncia. **Associagdo
positivamente significativa para viruléncia (P< 0,05).



ANEXO C
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FIGURA 5C Perfil ISSR gerado pelo primer AAC de 153 isolados
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corresponde a C. graminicola amostrado em milho.
Isolados de 1 a 46 = Jardinopolis, SP e de 50 a 69 =

Sete Lagoas, MG......coocuvvviiriiieniieieeieeee e

FIGURA 7C Perfil ISSR gerado pelo primer ACA de 153 isolados
de C. sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1:

marcador 1 KB Ladder. Linha 2: o isolado 3M
corresponde a C. graminicola amostrado em milho.
Isolados de 1 a 46 = Jardinodpolis, SP e de 50 a 69 =
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FIGURA 8C Perfil ISSR gerado pelo primer ACA de 153 isolados
de C. sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1:

marcador 1 KB Ladder. Linha 2: o isolado 3M
corresponde a C. graminicola amostrado em milho
Isolados de 1 a 46 = Jardin6polis, SP e de 50 a 69 =
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FIGURA 9C Perfil ISSR gerado pelo primer ACA de 153 isolados
de C. sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1:

marcador 1 KB Ladder. Linha 2: o isolado 3M
corresponde a C. graminicola amostrado em milho.
Isolados de 1 a 46 = Jardin6polis, SP e de 50 a 69 =
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FIGURA 10C Perfil ISSR gerado pelo primer ACA de 153 isolados
de C. sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1:

marcador 1 KB Ladder. Linha 2: o isolado 3M
corresponde a C. graminicola amostrado em milho.
Isolados de 1 a 46 = Jardinopolis, SP e de 50 a 69 =

Sete Lagoas, MG......cooouveeieeiiiiiieeieeieeiee e
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FIGURA 1C Perfil ISSR gerado pelo primer AAC de 153 isolados de C.
sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1: marcador 1
KB Ladder. Linha 2: o isolado 3M corresponde a C.
graminicola amostrado em milho. Isolados de 1 a 46 =
Jardinépolis, SP e de 50 a 69 = Sete Lagoas, MG.
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FIGURA 2C Perfil ISSR gerado pelo primer AAC de 153 isolados de C.
sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1: marcador 1
KB Ladder. Linha 2: o isolado 3M corresponde a C.
graminicola amostrado em milho. Isolados de 71 a 92 = Sete
Lagoas, MG, 101 e 108= Patos de Minas, MG, 111 a 138 =
Goiania, GO.
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FIGURA 3C Perfil ISSR gerado pelo primer AAC de 153 isolados de C.
sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1: marcador 1
KB Ladder. Linha 2: o isolado 3M corresponde a C.
graminicola amostrado em milho. Isolados 139 a 152 =
Goiania, GO, 154 a 177 = Pelotas, RS, 201 ¢ 202 = Campo
Novo do Parecis, MT.
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FIGURA 4C Perfil ISSR gerado pelo primer AAC de 153 isolados de C.
sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1: marcador 1 KB
Ladder. Linha 2: o isolado 3M corresponde a C. graminicola
amostrado em milho. Isolados 204 a 222 = Campo Novo do
Parecis, MT, 213 = Primavera do Leste, MT, 239 a 263 = Distrito
Federal e 281 a 291 = Mineiros, GO.
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FIGURA 5C Perfil ISSR gerado pelo primer AAC de 153 isolados de C.
sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1: marcador 1 KB
Ladder. Linha 2: o isolado 3M corresponde a C. graminicola
amostrado em milho. Isolados 292 a 300 = Mineiros, GO.
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FIGURA 6C Perfil ISSR gerado pelo primer ACA de 153 isolados de C.
sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1: marcador 1 KB
Ladder. Linha 2: o isolado 3M corresponde a C. graminicola
amostrado em milho. Isolados de 1 a 46 = Jardinépolis, SP e de 50
a 69 = Sete Lagoas, MG.
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FIGURA 7C Perfil ISSR gerado pelo primer ACA de 153 isolados de C.
sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1: marcador 1 KB
Ladder. Linha 2: o isolado 3M corresponde a C. graminicola
amostrado em milho. Isolados de 1 a 46 = Jardindpolis, SP e de
50 a 69 = Sete Lagoas, MG.
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FIGURA 8C Perfil ISSR gerado pelo primer ACA de 153 isolados de C.
sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1: marcador 1 KB
Ladder. Linha 2: o isolado 3M corresponde a C. graminicola
amostrado em milho. Isolados de 1 a 46 = Jardindpolis, SP e de
50 a 69 = Sete Lagoas, MG.
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FIGURA 9C Perfil ISSR gerado pelo primer ACA de 153 isolados de C.
sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1: marcador 1 KB
Ladder. Linha 2: o isolado 3M corresponde a C. graminicola
amostrado em milho. Isolados de 1 a 46 = Jardindpolis, SP e de
50 a 69 = Sete Lagoas, MG.
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FIGURA 10 C Perfil ISSR gerado pelo primer ACA de 153 isolados de C.
sublineolum em nove regides no Brasil. Linha 1: marcador 1 KB
Ladder. Linha 2: o isolado 3M corresponde a C. graminicola
amostrado em milho. Isolados de 1 a 46 = Jardindpolis, SP e de
50 a 69 = Sete Lagoas, MG.
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