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Associacido de Viruléncia de Colletotrichum sublineolum a Resisténcia Genética em
Combinacdes de Linhagens de Sorgo.
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A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum sublineolum Henn. in Kab. & Bubdk, ¢
a doenca mais severa a afetar a cultura do sorgo no Brasil e esta presente em todas as regides de
plantio desta graminea no pais. A doenga causa perdas significativas a produgdo, especialmente
quando ocorrem condi¢des de alta umidade associadas a temperaturas elevadas. O seu controle é
considerado prioritario pela industria de producdo de sementes, uma vez que as perdas na
produtividade podem ser superiores a 80%, além de causarem esterilidade parcial de paniculas e
afetar drasticamente a qualidade das sementes. O seu controle ¢ também fundamental para
permitir uma possivel expansdo da area de plantio com a cultura no pais. O método mais eficiente
de controle da doenca ¢ a utiliza¢do de cultivares resistentes. Esta alternativa tem como entrave a
alta variabilidade apresentada pelo patdgeno, que possibilita a sua rapida adaptacdo as variedades
e hibridos comerciais resistentes pelo surgimento de novas formas de viruléncia em sua
populacdo (Guimaraes et al., 1999; Casela et al., 1998; Casela & Ferreira, 1987).

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido utilizando-se a infra-estrutura do Laboratorio de Resisténcia de
Plantas a Doengas e casas-de-vegetacdo da Embrapa Milho e Sorgo, no periodo de julho de 2004
a dezembro de 2005.

Foram avaliadas 10 linhagens elites do programa de melhoramento genético de sorgo da
Embrapa Milho e Sorgo, as quais foram inoculadas com 289 isolados monosporicos do patégeno
obtidos nas localidades de Sete Lagoas, Uberlandia e Ipiacu, MG, Goiania e Palmeira de Goias,
GO, e Jardinodpolis, SP (Tabela 1).

TABELA 1: Linhagens de sorgo utilizadas como diferenciadoras para a caracterizagao de¢
populagdes de Colletotrichum sublineolum.

Linhagens macho-estéreis' Linhagens restauradoras
ATF8A BR009°
ATF14A BRO12R
ATF54A CMSXS180R
CMSXS206A CMSXS182R
9409131 9910032

'Foram utilizadas as mantenedoras B nos experimentos, “Linhagem padrio de suscetibilidade.
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Fragmentos de folhas apresentando sintomas da doenca foram esterilizados
superficialmente por 2 a 3 minutos em solucdo de hipoclorito de sddio a 0,5% e plaqueados em
meio de farinha de aveia-agar (FAA). As placas foram, em seguida, incubadas sob luz
fluorescente continua a temperatura de 25°C por 7 a 8 dias. Seguiu-se uma raspagem superficial
para a elimina¢do do crescimento micelial da coldnia, 5 dias apos o isolamento, para a indugdo de
esporulacdo. Sete dias apds, 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. Em seguida, ImL da suspensdo obtida foi
distribuido em 3 placas de Petri contendo agar-agua (AA) a 2%, as quais foram incubadas a 25°C,
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, depois de transferidos para tubos de ensaio contendo FAA, foram
incubados sob luz continua por aproximadamente 7 dias, quando adicionou-se 6leo mineral para
conservacao dos mesmos até o momento de uso.

Os isolados monospdricos foram transferidos do 6leo mineral para placas de Petri com
meio FAA e mantidos sob luz fluorescente continua por 7 a 8 dias. Para indugdo de esporulagdo,
realizou-se raspagem superficial aos 5 dias de crescimento e, apos 5 a 6 dias, os isolados foram
repicados para novas placas contendo FAA. Cinco dias depois, as placas de cada isolado foram
inundadas com 4agua destilada, seguindo-se uma raspagem superficial com uma espatula para a
liberagdo de conidios e posterior contagem em camara de Neubauer. A concentragao de indculo
utilizada foi de 10° conidios/mL.

As plantas de cada linhagem foram inoculadas aos 28 dias ap6s o plantio com a suspensao
de esporos do patdogeno na proporcdo de 10mL/vaso. Apos a inoculagdo, as plantas foram
mantidas em camara umida por 18 horas em casa de vegetacdo. Os tratamentos foram delineados
em parcelas subdivididas com isolados nas parcelas e cultivares nas subparcelas com 3
repeti¢des. Um vaso com 5 a 6 plantas caracterizou uma repeti¢ao

As plantas foram avaliadas para o tipo de infeccdo aos 12 dias apds a inoculacdo,
utilizando-se uma escala de notas com valores de 1 a 5, conforme Cardwel et al. (1989).

As notas transformadas para o tipo de reagdo (suscetivel ou resistente) designaram as
racas do fungo, segundo Nietsche et al. (2001). As freqiiéncias de viruléncia foram calculadas
para cada linhagem, em cada localidade, dividindo-se o niimero de isolados virulentos a um
determinado genotipo pelo numero total de isolados amostrados em uma determinada regido.
Para detectar a ocorréncia de viruléncia associada ou dissociada a duas linhagens a e b,
componentes da série diferencial, os isolados foram classificados em uma das quatro possiveis
categorias de aviruléncia ou viruléncia: VaVb,: isolado virulento a linhagem a e b; VaAb,:
isolado virulento a linhagem a e avirulento a linhagem b; AaAb, isolado avirulento a ambas as
linhagens, e AaVb, isolado avirulento a linhagem a e virulento a linhagem b. Baseando-se nestes
dados, foram calculadas as freqiiéncias, esperada e observada, de cada uma das quatro categorias
de viruléncia e aviruléncia descritas acima. As freqiiéncias esperada e observada, em cada
categoria, foram comparadas por meio do teste X* (Lebeda, 1981), utilizando-se o programa
Genes, desenvolvido por Cruz (1996). As associagdes de patogenicidade e de viruléncia foram
calculadas para cada combinacao de linhagens a e b da série diferencial, por meio de coeficiente
de associa¢do de patogenicidade (CAP) e um coeficiente de associagdo de viruléncia (CAV)
(Browder & Eversmeyer, 1977), conforme as seguintes expressoes:



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

Resultados e Discussiao

As freqiiéncias de viruléncia a cada linhagem foram, em sua maioria, semelhantes entre si,
nos seis locais amostrados. Observou-se uma menor propor¢do de isolados virulentos as
linhagens macho-estéreis, principalmente aos genodtipos ATF8A, ATFI4A e 9409131A. A
linhagem macho-estéril ATF14A apresentou baixas freqiiéncias em todas as localidades, exceto
em Goiania ¢ em Palmeira de Goids, em que os valores para esta linhagem foram um pouco
acima dos observados nas demais localidades (0,556 e 0,400, respectivamente) (Tabela 2).

Em Sete Lagoas e Goiania, os valores de CAP e CAV foram, em sua maioria, altos e
proximos entre si, em todas as combinag¢des de linhagens analisadas. Em Goiania, as
combinagdes entre as linhagens BRO12R x 9409131, CMSXS180R x 9409131A ¢ 9910032R x
9409131A apresentaram baixos valores tanto de CAP quanto de CAV. Considerando-se as
elevadas freqiiéncias de viruléncia as linhagens R, nestes casos os baixos valores de CAV
observados foram determinados apenas pela linhagem 9409131, comum a todos os pares
analisados e que apresentam uma menor freqiiéncia de viruléncia em relagdo as linhagens R.

Em Uberlandia, as maiores diferencas entre CAP e CAV foram observadas entre as
linhagens macho-estéreis ATF8A, ATF14A e 9409131A, em combinacdo com as restauradoras
BROI2R ¢ CMSXI180R e entre ATF8A com a restauradora 9410032R. Em Ipiagu, todas as
combinagdes apresentaram valores aproximados entre CAP e CAV, sendo observadas tanto
combinagdes com altos CAP e CAV quanto combinac¢des em que dois coeficientes apresentaram
valores baixos. Valores proximos sdo indicativos de que estas combinagdes nio oferecem
potencial para gerar hibridos com resisténcia as racas prevalecentes neste local.

Em Palmeira de Goias, altas diferencas entre valores de CAP ¢ de CAV foram obtidas nas
combinagdes entre todas as linhagens restauradoras e a linhagem CMSXS206A. As outras
combinagdes apresentaram valores de CAP e CAV bem préximos entre si, indicando a ocorréncia
de uma maior propor¢do de isolados na populacdo com viruléncia associada as duas linhagens
utilizadas nas combina¢des. Duas combinagdes com altos valores de CAP ¢ baixos valores de
CAYV foram identificadas em Jardinopolis, entre a restauradora BR 012R e as macho-estéreis
ATF8A e ATF14A. As combinacdes dessas mesmas linhagens macho-estéreis e a CMSXS182R
apresentaram diferencas relativamente altas entre CAP e CAV (0,507 e 0,333, respectivamente),
para as duas combinagdes. De acordo com Browder & Eversmeyer (1977), combinagdes com alto
CAP e baixo CAV sdo capazes de, potencialmente, gerar hibridos com resisténcia de alta
durabilidade, enquanto combinagdes com altos valores de CAP e altos valores de CAV ndo tém,
por outro lado, combinagdes capazes de gerar resisténcia de alta durabilidade, pois, a maior
propor¢ao da populagdo patogénica ja ¢ capaz de infectar ambas as linhagens da combinagao.
Partindo-se desta afirmativa, pode-se supor, de acordo com os resultados deste trabalho, que
nenhum hibrido gerado pelas combinag¢des entre as linhagens R e a linhagem ATF54A seria
potencialmente resistente a C. sublineolum. Muitas combinagdes, por outro lado, apresentaram
baixos valores para CAP e CAV, simultaneamente. Neste caso, os hibridos resultantes teriam a
sua resisténcia determinada por apenas uma das linhagens componentes do cruzamento.

Considerando-se as combinagdes entre linhagens restauradoras, todas apresentaram altos



TABELA 2: Freqiiéncia de viruléncia de C. sublineolum a 10 linhagens de sorgo.
Numero de racas (N) na amostra e freqiiéncia de viruléncia por regido

Sete Lagoas Uberlandia Ipiacu Goidnia Palmeira de Jardindpolis
N=21' N=24 N=20 N =18 N=10 N=32
Gendtipos RVZ FV?) RV. FV. RV FEV. RV FEV. RV. FEV. R.V. E.V.
BR009 21 1,000 24 1,000 20 1,000 18 1,000 10 1,000 32 1,000
BRO12R 17 0,810 15 0,625 19 0,950 18 1,000 8 0,800 & 0,250
CMSXSI180R 21 1,000 19 0,792 20 1,000 17 0944 7 0,700 27 0,844
CMSXSI82R 17 0,810 18 0,750 18 0,900 14 0,778 8 0,800 23 0,719
9910032R 20 0,952 19 0,792 16 0,800 16 0,889 8 0,800 26 0,813
ATF8A 7 0333 6 0250 5 0,250 7 0,389 4 0400 6 0,188
ATF14A 8 0,381 6 0,250 7 0,350 10 0,556 4 0400 9 0,281
ATF54A 17 0,810 18 0,750 16 0,800 13 0,722 8 0,800 23 0,719
CMSXS206A 8 0,381 13 0,542 10 0,500 11 0,611 1 0,100 19 0,594
9409131A 9 0429 6 0,250 4 0,200 5 0,278 3 0,300 17 0,531
3

"Numero de racas detectadas na regido. “Ntimero de racas virulentas a linhagem. *Freqiiéncia de viruléncia por
valores de CAP e de CAV, em todas as localidades amostradas, excecdo feita as combinacoes
entre a linhagem BRO12R e as linhagens CMSXS180R, CMSXS182R e 9910032R, que
apresentaram baixos CAP e CAV em Jardinopolis. Deste modo, ¢ importante que sejam
identificadas fontes de resisténcia restauradoras de fertilidade capazes de gerar descendentes com
alta resisténcia em cruzamentos.

Por outro lado, combinagdes entre macho-estéreis apresentaram altos CAP e baixos CAV
em vdrias localidades amostradas. Duas combinagdes apresentaram CAV igual a zero, em
Palmeira de Goias, ATF14A x CMSXS206A e CMSXS206A x 9409131A.

De acordo com a andlise da estrutura de viruléncia das populagdes de C. sublineolum
amostradas ndo se observou a ocorréncia de viruléncia dissociada as combinagdes entre linhagens
R e A, o que foi confirmado estatisticamente pelo teste Qui-quadrado a 5% de probabilidade.
Portanto tais combinacdes ndao sdo indicadas para a geragdo de hibridos com resisténcia a
antracnose nas localidades amostradas.

A ocorréncia de associagdes positivas de viruléncia observada neste trabalho ja havia sido
observada anteriormente por Casela & Ferreira (1995). Este fato pode ser determinado, pelo
menos em parte, pela auséncia de processos sexuais em C. sublineolum em sorgo. Neste caso,
determinadas combinac¢des de genes de viruléncia podem permanecer na populacdo, ainda que
estes genes ndo estejam necessariamente ligados (Wolfe & Knott, 1982).

As altas freqliéncias de viruléncia as linhagens restauradoras CMSXS180R e
CMSXS182R, em todos os locais amostrados diferiram daquelas relatadas por Casela et al.
(1998), que verificaram uma alta resisténcia destas linhagens as populagdes de C. sublineolum
predominantes em Sete Lagoas, MG; Pelotas, RS e Jatai, GO. Ambas as linhagens tém como um
de seus progenitores a restauradora BROOSR (SC326-6) que ¢ usada como fonte de resisténcia no
programa de melhoramento da EMBRAPA Milho e Sorgo. Provavelmente, estes gendtipos ja
exerciam, direta ou indiretamente por meio do gene ou dos genes de resisténcia da linhagem
progenitora BROOSR, alguma pressao de selecdo sobre a populacdo do patdogeno a favor de ragas
virulentas a estes genotipos. Este fato da suporte a ja relatada, alta capacidade adaptativa de C.
sublineolum (Casela et al., 2004; Guimardes et al., 1999; Casela & Ferreira, 1987). E



recomendavel, portanto, um estudo sobre a genética da resisténcia de tais genotipos que forneca
informagdes a respeito da heranca visando a sua melhor utilizacdo em programas de
melhoramento genético.
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