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A antracnose do sorgo é causada pelo Deuteromiceto Colletotrichum graminicola (Cesati)
Wilson (Syn. Colletotrichum sublineolum P. Henn) o qual apresenta alta variabilidade e
especializacdo patogénica. A elevada variabilidade e especializacdo patogénica de C.
graminicola dificulta o desenvolvimento de programas eficientes de melhoramento genético
neste cereal, devido a possibilidade do patdégeno quebrar as formas de resisténcia de
cultivares (Casela e Ferreira,1994). Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a
elevada variabilidade patogénica em C. graminicola. Estes incluem a heterocariose,
aneuploidia, recombinacdo, mutacéo e, recentemente, o possivel envolvimento de elementos
genéticos de transposicao (Casela e Frederiksen, 1994). A utilizacdo de linhagens de C.
graminicola marcadas geneticamente constitui um método que possibilitaria um estudo mais
detalhado do ciclo parassexual do agente causal da antracnose, bem como a observacgéo de
outros possiveis mecanismos genéticos envolvidos no desenvolvimento da variabilidade
patogénica de C. graminicola. Este trabalho teve por objetivo introduzir marcas genéticas em
linhagens de C. graminicola que auxiliem na compreenséo dos processos de transferéncia de
material genético entre as linhagens através do parassexual do fungo.

Materiais e Métodos

Linhagens: Sete linhagens monospdricas isoladas de sorgo, obtidas do banco de linhagens do
Centro Nacional de Pesquisa do Milho e Sorgo - Embrapa Sete Lagoas/MG foram mantidas
em meio solido de farinha de aveia sob refrigeracéo.

Caracterizacdo das linhagens selvagens: As linhagens selvagens foram cultivadas em meio
completo sélido (Pontecorvo et al., 1953). Micélio de cada linhagem foi inoculado em placas
contendo: A) meio minimo; B) meio minimo acrescido de solugdo de vitaminas, aminoacidos
e &cidos nucléicos (MM+T); C) MM+T — aminoécidos; D) MM+T — &cido nucléico; E)
MM+T - solucdo de vitaminas. As placas foram incubadas a 25°C durante trés dias. As
coldnias que ndo cresceram nesses meios, foram caracterizadas separadamente para a
determinacdo da deficiéncia especifica.

Curva de sobrevivéncia ao agente mutagénico ultravioleta: Conidios de C. graminicola
foram irradiados com o0 mutagénico UV durante 0, 1,5, 3, 4,5 e 6 minutos. Para cada tempo
de exposicdo foram feitas diluicbes apropriadas dos conidios e plagueadas em meio
completo. Apos trés dias de crescimento na auséncia de luz, observou-se o nimero de
colénias crescidas com a finalidade de se determinar o tempo de exposi¢do ao UV necessario
para obter 1 a 5% de conidios sobreviventes.
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Curvas de crescimento em presenca do fungicida Benlate (Benomyl) e ciclohexamida:
Conidios foram inoculados em presenga de doses crescentes do fungicida Benlate (Benomyl)
e Ciclohexamida .Apds cinco dias verificou-se a dose necessaria para impedir 100% do
crescimento fangico.

Obtencao e selecdo de mutantes: Mutantes foram obtidos com o mutagénico UV.

- Mutantes auxotréficos: Para obtencdo de mutantes auxotroficos foram utilizados os
métodos de enriquecimento por filtracdo e o de isolamento total.

- Mutantes morfolégicos: Os mutantes morfoldgicos foram selecionados através de
observacéo visual da morfologia alterada das col6nias.

- Mutantes resistentes a agentes inibidores: Conidios irradiados foram inoculados em meio
BDA acrescido dos agentes inibidores. Foram considerados mutantes resistentes aqueles que
germinaram e formaram colonias com diametro 50% maior que 0s selvagens.

- Mutantes com duplas marcas genéticas: Mutantes contendo uma Unica marca genética
foram submetidos ao tratamento com luz UV e caracterizados quanto a presenca de um
segundo marcador genético.

Resultados e discussdes

Caracterizacao das linhagens selvagens: As sete linhagens ndo cresceram em meio minimo,
indicando uma deficiéncia natural para vitaminas, especificamente biotina. Desse modo, foi
necessaria a adi¢do deste nutriente aos meios de cultivo das linhagens.

Curvas de sobrevivéncia ao agente mutagénico ultravioleta: Foi possivel evidenciar uma
correlacdo entre a dose e o efeito produzido quando as linhagens foram tratadas com luz
ultravioleta, sugerindo que este mutagénico é eficiente para causar letalidade em conidios de
C. graminicola. O tempo de exposicdo necessario para obter 1 a 5% de conidios
sobreviventes foi 3 minutos para as linhagens 15B, 15E e 30399 e de 2 minutos para as
linhagens 30C e R-59, revelando maior sensibilidade destas Gltimas a luz UV (Figura 1).
Curvas de crescimento a agentes inibidores: A concentracdo de Benlate necessaria para
impedir o crescimento das linhagens 15B e 30399 foi 40 ug/mL de meio BDA. O
crescimento radial das colonias evidenciou maior sensibilidade da linhagem 30399 na
dosagem 40 ug/mL (Figura 2).

A concentracdo de Ciclohexamida necesséaria para impedir o crescimento das linhagens 30C,
15B e 15E foi de 2 pg/mL de meio BDA. A linhagem 15E apresentou crescimento micelial
menor em relacdo as linhagens 30C e 15B, evidenciando a sensibilidade da linhagem 15E a
agente inibidor de sintese proteéica (Figura 3).

Obtencao de mutantes: Muitos mutantes foram obtidos, o que possibilita a condugéo de
estudos genéticos a fim de verificar a forma de transferéncia de material genético nesta
espécie. Aproximadamente 700 coldnias das linhagens 15B e 145.97 foram analisadas para
selecdo dos respectivos mutantes. Para obtencdo de mutantes resistentes a ciclohexamida,
foram analisadas 220 coldnias da linhagem 15E e 100 col6nias da linhagem 30C. As
linhagens resistentes ao Benomyl foram obtidas a partir da analise de aproximadamente 300
colonias do isolado 243.97, sendo selecionadas principalmente a partir de setores liberados
em colonias cultivadas em presenca do fungicida (Tabela 1).

O melhor método para obtencdo de mutantes auxotréficos foi o de isolamento total. Segundo
Panaccione et al. (1989) e Souza-Paccola et al. (in press), C. graminicola produz dois tipos
de conidios, o falcado em cultura sélida e o oval em cultura liquida. A producéo de conidios
ovais em meio liquido a partir de hifas prototroficas diminuiu a probabilidade de obtencédo de
mutantes auxotréficos pela técnica de enriquecimento por filtragdo, uma vez que, devido ao
seu pequeno didmetro, os conidios ovais ndo ficam retidos nas malhas do filtro, aumentando



a frequéncia de prototroficos no filtrado. Recomendamos portanto, 0 método de isolamento
total para selecdo de mutantes auxotroficos nesta espécie.
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Figura 1. Curvas de sobrevivéncia das linhagens selvagens de C. graminicola ao agente mutagénico
ultravioleta
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Figura 2. Curvas de crescimento de duas linhagens selvagens de C. graminicola ao fungicida Benlate
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Figura 3. Curvas de crescimento de linhagens selvagens de C. graminicola em presenca de Ciclohexamida



TABELA 1 — Mutantes de . grarrrinicola obtidos por exposigiio ao
Mutagénico UV e seus respectivos fendtipos

Selvagem Mutantes Fenatipo(*)
2475 97 Bio- 245 11 Eenk, branco
243172 EenF, alaranjade forte
243115 Eenk cinza
20C Bio A0C Cye CycE
A0CH Cyela CycE, brance
15E Bio- 15E/Cye Cyck
15ECyc/E CyeE, cinza
153Efcy-E CycE, escure
158 Bio- 15B/M42 Mic | rosa clare
15B/45 Paba, rosaclaro
15E-46 Firor, roza claro
15B-51 Tiar .rosaclaro
145.97 Bio~ 145.2 Tiar

(*)
Os simbolos Bio-, Paba-, Piro-, Tia-, Nic- e Vit- representam deficiéncia para
biotina, acido p-aminobenzdico, piridoxina, tiamina, &cido nicotinico e
vitamina, respectivamente. Os simbolos Benr e Cycr representam resisténcia ao
fungicida Benlate e a Ciclohexamida.
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