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RESUMO

GUIMARAES, Thallita Santos, M.Sc., UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO, Janeiro de 2018. Variabilidade genética de Colletotrichum
sublineolum e resisténcia de gendtipos de sorgo biomassa e sacarino a
antracnose. Professor Orientador: Marco Antonio Aparecido Barelli. Professoras
Conselheiras: Carla Lima Corréa e Kelly Lana Aradjo.

A ocorréncia de doencas € um dos fatores limitantes no desenvolvimento de
gualquer cultura e dentre elas, a antracnose € uma das mais importantes e severas
na cultura do sorgo, principalmente, pela variabilidade apresentada pelo patégeno
gue dificulta a realizacdo do controle da doenca. Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a variabilidade genética de isolados de Colletotrichum
sublineolum e analisar a reacdo de genotipos de sorgo biomassa e sacarino a
isolados do patdégeno. A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Recursos
Genéticos & Biotecnologia e em casa de vegetacdo. Foram utilizados 56 isolados
monospoéricos de C. sublineolum. Apd6s a extracdo de DNA foi realizada a
amplificacdo utilizando-se onze primers ISSR. Posteriormente, foram realizadas as
andlises moleculares, determinando o contedudo de informacdo de polimorfica,
frequéncia alélica, também foram realizadas analises de agrupamentos de UPGMA,
Tocher e o Structure. Com base no resultado da variabilidade genética, foram
selecionados 10 isolados para avaliar a reacéo de gendtipos de sorgo aos diferentes
isolados. O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial simples (4x10) com quatro genétipos de sorgo e dez isolados de C.
sublineolum. Apés a inoculacéo as folhas inoculadas foram observadas diariamente
para determinar o periodo de incubacéo (PI), também foram realizadas avaliacbes
da severidade da doenca e comprimento e largura da lesdo. No final do experimento
foi quantificada a porcentagem de area foliar doente. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e agrupamento de médias segundo Scott & Knott. Também foi
realizada analise de correlacdo entre as variaveis. De acordo com a andlise
descritiva da variabilidade genética dos isolados de C. sublineolum o primer AP1 foi
0 mais informativo apresentando maior conteudo de informacéo polimorfica (PIC). A
maior frequéncia alélica foi observada nos locos 06, 09, 10 e 24 e a menor
frequéncia alélica foi observada no loco 02. Quanto aos métodos de agrupamentos,

observou-se que os isolados de C. sublineolum tendem a se organizar de acordo
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com sua procedéncia, além disso, essas analises evidenciaram a presenca de
variabilidade genética entre os isolados de C. sublineolum. De acordo com a analise
de variancia, houve diferencas significativas para as caracteristicas avaliadas. Pelo
teste de Scott-Knnot verificou-se diferencas na agressividade dos isolados de C.
sublineolum obtidos dos diferentes gendtipos de sorgo, sendo 0s provenientes de
Céceres/MT mais agressivos. Dentre os gendétipos avaliados, o genoétipo de sorgo
biomassa Agri 002-E apresentou maior suscetibilidade em relacdo aos isolados de

C.sublineolum.

Palavras-chave: Sorghum bicolor (L.) Moench; marcadores moleculares;

componentes epidemioldgicos.
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ABSTRACT

GUIMARAES, Thallita Santos, M.Sc., UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO, January, 2018. Genetic variability of Colletotrichum sublineolum
and resistance of sorghum genotypes. Adviser: Marco Antonio Aparecido Barelli.
Counselors: Carla Lima Corréa and Kelly Lana Araujo.

The occurrence of diseases is one of the limiting factors in the development of any
crop and among them, anthracnose is one of the most important and severe in the
sorghum crop, mainly due to the variability presented by the pathogen that makes it
difficult to control the disease. In this context, the objective of this work was to
evaluate the genetic variability of Colletotrichum sublineolum isolates and to
analyze the reaction of genotypes of sorghum biomass and saccharin to isolates of
the pathogen. The research was conducted in the Laboratory of Genetic Resources
& Biotechnology and in a greenhouse. Fifty-six monosporic isolates of C.
sublineolum were used. After DNA extraction, amplification was performed using
eleven ISSR primers. Subsequently, the molecular analyzes were carried out,
determining the content of polymorphic information, allelic frequency, and analyzes
of groupings of UPGMA, Tocher and Structure. Based on the result of the genetic
variability, 10 isolates were selected to evaluate the reaction of sorghum genotypes
to the different isolates. The experiment was conducted in a completely randomized
design in a simple factorial scheme (4x10) with four genotypes of sorghum and ten
isolates of C. sublineolum. After inoculation, the inoculated leaves were observed
daily to determine the incubation period (IP). Evaluations of disease severity and
lesion length and width were also performed. At the end of the experiment the
percentage of diseased leaf area was quantified. Data were submitted to analysis of
variance and grouping of means according to Scott & Knott. A correlation analysis
was also performed between the variables. According to the descriptive analysis of
the genetic variability of the isolates of C. sublineolum, the AP1 primer was the
most informative presenting higher polymorphic information content (PIC). The
highest allele frequency was observed at loci 06, 09, 10 and 24 and the lowest
allele frequency was observed at locus 02. As for clustering methods, it was
observed that C. sublineolum isolates tend to be organized according to their In
addition, these analyzes evidenced the presence of genetic variability among C.
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sublineolum isolates. According to the analysis of variance, there were significant
differences for the evaluated characteristics. The Scott-Knnot test showed
differences in the aggressiveness of the C. sublineolum isolates obtained from the
different genotypes of sorghum, being those from Céaceres/MT more aggressive.
Among the evaluated genotypes, the Agri 002-E biomass sorghum genotype

presented greater susceptibility in relation to C.sublineolum isolates.

Keywords: Sorghum bicolor (L.) Moench; molecular markers; epidemiological
componentes.
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1. INTRODUCAO

O Sorghum bicolor (L.) Moench é o quinto cereal mais importante em todo o
mundo no que se refere ao potencial produtivo e &rea plantada (Conab, 2016),
sendo utilizado, principalmente, na alimentagdo animal, nutricdo e biocombustivel
em diversos locais (Durdes, 2011). A cultura tem apresentado uma expansao no
Brasil, colocando o pais entre os dez maiores produtores deste cereal no mundo
(Rodrigues, 2015; Conab, 2016).

O sorgo é uma planta C4, que apresenta capacidade de producdo de
biomassa e se destaca quanto ao seu potencial energético quando comparado com
outras culturas, principalmente, por possuir caracteristicas atrativas ao mercado,
como: baixo custo de producdo e implantagao, ciclo curto, totalmente mecanizavel,
alto poder calorifico em caldeiras e grande tolerancia a seca, podendo ser cultivados
em diferentes condi¢des edafoclimaticas (Castro, 2014).

Dentre diferentes tipos de sorgo, o biomassa e sacarino possuem um
processo fotossintético muito eficaz, semelhante ao capim-elefante e cana-de-
acucar, além da tolerancia a estiagem e sua capacidade potencial de produzir
grandes quantidades de biomassa e caldos fermentaveis sendo, assim, uma
alternativa no setor de producdo de energia e sucroalcooleiro, ofertando matéria
prima de qualidade, além de possibilitar a reducdo de custos de producédo e maior
geracdo de emprego (Teixeira et al, 1999; Parrella et al., 2011; Pereira et al., 2012;
Durées et al., 2012; Castro, 2014, Batista, 2016).

Os Estados Unidos detém a maior producdo mundial de sorgo, seguido por
Nigéria, Sud&o, México, India, Etiépia, China, Argentina, Australia e Brasil (FAO,
2016). No Brasil, a maior producdo de sorgo se encontra nos estados de Goias,
Minas Gerais e Mato Grosso (Conab, 2015).

Existem varios problemas fitossanitarios que afetam a cultura do sorgo.
Dentre eles estdo as doencas, nas quais podem causar danos significativas
dependendo da susceptibilidade do cultivar e das condicdes ambientais favoraveis a
sua disseminacdo e ocorréncia (Guedes et al., 2013). Dentre as doencas, a
antracnose é uma das principais e mais devastadora, podendo afetar toda aérea da

planta, causando perdas significativas no sorgo cultivado para silagem e pastejo,



além das perdas superiores a 80% na producdo de grdos e mais de 50% nas
forragens (Casela e Ferreira, 1998; Costa, et al., 2013).

O Colletotrichum sublineolum (P. Henn., Kabat e Bulbak), € o agente causal
da antracnose, o qual pertence a ordem Melanconiales, que inclui fungos
assexuados que produzem os esporos (conidios) em estruturas reprodutivas
denominadas acérvulos (Costa, et al., 2003). A variabilidade existente do patégeno
em condi¢cdes brasileiras € um dos fatores limitantes ao desenvolvimento de
cultivares resistente (Casela e Frederiksen, 1994; Panizzi e Fernandes, 1997).

Estudos sobre a variabilidade genética do agente etiolégico da antracnose e
a reacao provocada por este em genotipos de sorgo biomassa e sacarino produzem
informacdes que fornecem subsidios para programas de melhoramento da cultura.
Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade genética de
isolados de Colletotrichum sublineolum e analisar a reacdo de gendtipos de sorgo

biomassa e sacarino a isolados do patdégeno.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do Sorgo

A cultura do sorgo possui origem na Africa, embora alguns estudos indiquem
que possam ter ocorrido em duas regifes de dispersdo independentes: Africa e india
(Bennett et al., 1990). A domesticacdo da cultura ocorreu possivelmente na Etidpia
(Santos et al., 2005) e foi introduzida no Brasil, no século XX na regido nordeste,
passando a ser cultivada em todo o mundo, especialmente, nas zonas aridas e
semiaridas (Ribas, 2003).

E uma planta anual, com temperatura 6tima para seu desenvolvimento entre
16 e 38°C (Ribas, 2009), pertencente ao Reino Plantae, divisdo Magnoliophyta
(Angiospermas), faz parte da classe das Liliopsida (Monocotiledonea), ordem
Poales, familia Poaceae, género Sorghum e espécie Sorghum bicolor (Santos,
2005). Basicamente é uma planta autdgama, com taxa de polinizacdo cruzada em
torno de 5% que ocorre, principalmente, pelo vento (Silva, 2009).

Tem como importante caracteristica sua adaptacdo em diferentes condigdes
edafocliméticas, sobretudo em condi¢des de deficiéncia hidrica, que € prejudicial a
maior parte dos outros cereais. Sua tolerancia ao déficit hidrico esta associada a alta
eficiéncia na obtencdo de agua por meio do seu sistema radicular profundo e com
ramificac6es que facilitam a absorcéo de 4gua do solo (Magalh&es et al., 2000).

Quando comparado ao milho, o sorgo demanda 30-50% menos agua para o
seu desenvolvimento, consumindo cerca de 300L/kg de matéria seca produzida,
enguanto o milho requer 400L/kg de matéria seca produzida, além disso, a cultura
demanda significativamente menos inseticida e outros insumos quimicos que outros
cereais. Ainda otimiza o uso do solo possibilitando sua implantacdo em solos com
baixa produtividade (Carrillo et al., 2014; Batista, 2016).

Os Estados Unidos detém a maior producdo mundial de sorgo (12.2 mil.
ton), seguido por Nigéria (6.9 mil. ton), Suddo (5.9 mil. ton), México (5.0 mil. ton), o
Brasil ocupa a décima colocagéo produzindo 1.2 mil. Ton (FAO, 2016). No Brasil, o
sorgo é cultivado em todas as regifes do pais. A regido Centro-Oeste detém a
maior area plantada (262,8 mil hectares) e producdo nacional (482,6 mil toneladas)

(Conab, 2016). Essa produtividade ocorre devido a cultura ser uma importante opcao



como segunda safra, principalmente, nas regides Sudeste e Centro-Oeste (Silva,
2006).

O sorgo produz grandes beneficios para o setor agricola, podendo ser
utilizado como alimento humano em diversos paises como na Africa, Sul da Asia e
América Central e parte da alimentacdo animal nos Estados Unidos, Australia e
América do Sul. Também é utilizado na producao de forragem ou cobertura de solo
(Rodrigues e Santos, 2011). No Brasil, a cultura vem sendo plantada principalmente
no periodo de safrinha, em sucessao a soja e ao milho, com emprego também na
producdo de biocombustiveis e cogeracdo de energia (Damasceno et al.,, 2010;
Pereira, 2009).

Existem cinco tipos de sorgo cultivados classificados, como: granifero,
forrageiro, sacarino, biomassa e vassoura. As cultivares de sorgo granifero
apresenta porte baixo, a altura da planta pode chegar até 170 cm, sendo os graos, o
principal produto deste tipo de sorgo (Tabosa et al., 2008); o sorgo forrageiro possui
porte alto, entre dois e trés metros, utilizado principalmente como silagem na
alimentacéo de bovinos (Castro, 2014); o sorgo sacarino apresenta porte alto (maior
gue 3m), possui como principal caracteristica os colmos suculentos, que sao
compostos de sacarose, glicose e frutose podendo, desta forma, ser prontamente
fermentados em alcool (Saidur et al., 2011); o sorgo biomassa apresenta porte muito
alto, podendo atingir mais de cinco metros de altura, possui como principal
caracteristica a producdo de biomassa que € utilizada como fonte renovavel de
energia (May et al., 2013); e 0 sorgo vassoura que apresenta porte alto com colmos
geralmente finos e grdos pequenos sendo de suas paniculas confeccionadas
vassouras (Ribas, 2000; Von Pinho e Vasconcelos, 2002).

O sorgo biomassa e sacarino apresentam-se como importante fonte de
matéria-prima para producéo de bioenergia, por sua versatilidade, por ser renovavel
e apresentar baixo custo de producdo, além disso, devido a sua sensibilidade ao
fotoperiodo tem um maior periodo vegetativo e, consequentemente, maior producéo
de massa verde e massa seca em relacdo aos outros tipos de sorgo (Parrella, 2011,
Castro, 2014, Batista, 2016).

Os sorgos sacarino e biomassa também vém sendo utilizados para o cultivo
nas areas de renovacédo de canavial, no qual, o solo cultivado com cana-de-aglcar

permanece a0 menos guatro meses em pousio, no periodo de entressafra nas

4



destilarias, que compreende os meses de dezembro a abril, periodo em que os
colmos de cana-de-acUcar estdo em estagio imaturos com baixos teores de
acucares fermentaveis (Teixeira et al., 1997; Parrella et al., 2011; Silva et al., 2014).
Nesta fase, a realizacdo do corte da cana-de-agUcar ocasionaria reducdo da
produtividade industrial provocando ociosidade das industrias. Neste sentido, o
sorgo biomassa e sacarino reforca a producéo nacional de etanol e reduz o periodo

de ociosidade das destilarias (Batista, 2016).

2.2 Antracnose no sorgo

A antracnose do sorgo foi descrita pela primeira vez em Togo, Oeste da
Africa, em 1902. Em 1912, foi detectada no Texas, Estados Unidos da América
(EUA). No Brasil, foi relatada pela primeira vez no Estado de Sao Paulo, em 1934 e,
atualmente, esta presente em todas as areas produtoras de sorgo no mundo
causando prejuizos superiores a 80% na producéao e qualidade de graos e 50% na
producdo de forragem em cultivares suscetiveis, além de, ocasionar esterilidade
parcial de paniculas e danificar drasticamente a qualidade da semente e de
forragem produzida (Ferreira et al., 1999; Casela e Ferreira, 1998; Silva et al., 2012;
Costa, et al., 2013).

A doenca é manifestada em trés fases: antracnose foliar, podridédo do colmo
e a antracnose da panicula e dos graos (Thakur e Mathur, 2000). A fase da
antracnose foliar € a mais comum ocorrendo em qualquer um dos estadios de
desenvolvimento da planta. Os sintomas iniciais sao caracterizados por lesdes
pequenas, elipticas a circulares, com didametro em torno de 5 mm e com o
desenvolvimento da lesdo apresentando centros necroticos de coloragédo palha, com
margens avermelhadas, alaranjadas ou castanhas, variando em funcdo da
pigmentacao da cultivar. No centro das lesdes ocorre a formacéo dos acérvulos, que
€ a frutificacdo assexual caracteristica do patégeno e constitui a principal forma de
identificacdo da doenca em condi¢cdes de campo (Casela e Ferreira, 1998).

No colmo, os sintomas caracteristicos sdo formagcédo de cancros, as lesdes
sao elipticas a alongadas, de coloracdo avermelhada, purpura ou escura, nas quais

podem ser observados os acérvulos (esporos) do patégeno. A esporulacdo ocorre



na nervura central, estendendo-se para as demais ramificagdes, glumas e sementes.
As lesBes ocorrem no tecido internodal do colmo, principalmente, no pedunculo e
podem apresentar-se de forma continua ou na forma de manchas isoladas. Quando
o colmo é seccionado longitudinalmente, observa-se coloracdo avermelhada a
escura, equivalente a necrose do tecido vascular (Casela e Ferreira, 1998;
Frederiksen, 2000). Quando os aparecimentos de sintomas sdo em folhas
juntamente com o0s sintomas nas nervuras, os danos acarretados pela doenca
podem ser significativamente maiores em relacéo aos sintomas isolados (Casela e
Ferreira, 1998; Thakur e Mathur, 2000).

Na panicula, os sintomas sao caracterizados pela presenca de lesdes que
tém, inicialmente, um aspecto encharcado, adquirindo, posteriormente, uma
coloracdo cinza a puarpura avermelhada. Quando as paniculas das plantas séo
infectadas, normalmente, as plantas ficam menores e amadurecem mais cedo
(Warren, 1986). Nos gréos as perdas indiretas causadas pela doenca sao resultado
da reducdo da germinacdo das sementes e transmissdo da doenca para novas
regides geograficas (Casela et al., 1997).

O agente causal de antracnose no sorgo € o0 Colletotrichum
sublineolum Henn. No inicio a espécie era considerada uma forma diferente de
Colletotrichum graminicola que incluia a maioria dos tipos de patbgenos com
esporos falcados causadores de antracnose em gramineas. No entanto, em 1968,
Sutton, baseando-se em diferencas na morfologia do apressorio de isolados de
milho e sorgo, indicou a existéncia de duas espécies diferentes, onde a espécie de
milho passou a ser considerada como C. graminicola e a espécie de sorgo como C.
sublineolum (Silva, 2009).

Esta diferenca também foi evidenciada especialmente com a aplicacdo de
técnicas moleculares, onde vérios estudos realizados com filogenética molecular
provaram bases para a separacéo de C. graminicola e C. sublineolum (Sherriff et al.,
1995; Crouch et al., 2006). Dentre todos os membros do complexo C. graminicola, a
diferenciacdo entre C. graminicola e C. sublineolum tem uma maior documentacéo
na literatura por serem as duas espécies mais importantes do conjunto (Buiate,
2009).

O C. sublineolum em sua fase assexuada produz frutificacdes denominadas

acérvulos de coloracdo escura com formato oval a cilindrico. Com setas também de
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coloracdo escura que podem ser observadas no centro das lesdes. Nos acérvulos
sdo produzidos os esporos que sao envolvidos por uma massa mucilaginosa que
protege os esporos da dessecacdo, aumentando a eficiéncia de germinacédo e
penetracdo no tecido hospedeiro. (Nicholson, 1992; Bergstrom e Nicholson, 1999;
Meneses, 2006; Chaky et al., 2001).

Os conidiéforos sdo produzidos em grandes quantidades no interior dos
acérvulos, séo eretos, hialinos e ndo septados. Segundo Casela e Ferreira (1998),
em meio de cultura de farinha de aveia (FAA) e luz continua com temperatura em
torno de 25°C, por 7/8 dias o patégeno apresenta boa esporulacao.

O fungo sobrevive em restos culturais na superficie do solo por longo
periodo, em espécies selvagens de sorgo e em outras espécies hospedeiras como
Sorghum halepense e Echinochloa colonum (Panizzi e Fernandes, 1997), e também
em sementes infectadas (Thakur e Mathur, 2000). A disseminagcdo ocorre,
principalmente, por respingos de chuva e sementes infectadas (Casela e
Frederiksen, 1993).

A principal medida de controle da antracnose em sorgo é o uso de cultivares
resistente, pois, além de diminuir a incidéncia de doencas, apresenta vantagem
como o menor uso de defensivos agricolas, evitando a poluicdo do ambiente, além
de ser uma tecnologia que ndo aumenta os custos de producdo, pois, as sementes
de um hibrido resistente possuem o mesmo valor comercial de uma variedade
suscetivel (Silva, 2006).

Devido a variabilidade apresentada pelo patégeno, nem sempre a
resisténcia genética dos gendtipos € duravel dificultando, assim, o controle da
doenca (Casela et al., 2000; Parreira et al., 2016). A resisténcia genética €
considerada duravel quando um genétipo plantado em local favoravel ao seu
desenvolvimento se mantém resistente a um determinado patégeno por um longo
periodo de tempo (Crute e Pink, 1996; Adugna, 2004).

Nos ultimos anos, tem-se dado grande énfase na busca de alternativas que
permitam ampliar a durabilidade da resisténcia a antracnose (Casela e Frederiksen,
1993; Nguyen et al., 2010; Phoulivong et al., 2010; Parreira et al.,, 2016). A
identificacdo de variabilidade patogénica do agente etiologico da doenca fornece
subsidios para os programas de melhoramento genético que visam a obtencdo de

genotipos, resistentes a doenca.



2.3 Variabilidade genética de Colletotrichum sublineolum

O género Colletotrichum apresenta ampla variagdo morfolégica, o que
corresponde a variabilidade genética que ocorre entre e dentro das espécies deste
género (Sutton, 1992). Segundo Pereira (2009), a distribuicdo geogréafica das
espécies € muito vasta, principalmente, em ambientes quentes e Umidos dos
tropicos.

No género Colletotrichum hd um grande nimero de espécies. A primeira
classificacdo foi realizada por Arx (1957), identificando 11 espécies e, ao longo dos
anos o género foi reclassificado. Em revisao do género Colletotrichum realizada por
Sutton (1980) 22 espécies foram propostas, passando para cerca de 40 espécies na
atualizacao realizada pelo mesmo autor com trabalhos mais detalhados sobre a
morfologia, caracteres culturais e capacidade patogénica em 1992. De acordo com
Hyde et al., (2009), existem 66 espécies do género Colletotrichum.

A espécie C. sublineolum apresenta variabilidade genética, sendo que a
primeira evidéncia desta foi constatada por Harris e Johnson, em 1967, nos Estados
Unidos. Apos o trabalho de Harris, vérios trabalhos foram realizados utilizando
marcadores moleculares comprovando a variabilidade desse patégeno (Harris e
Sowel, 1970; Frederiksen e Rosenow, 1971; Casela et al., 2004; Valério et al., 2005;
Silva, 2009).

No Brasil, a existéncia de racas fisiolégicas de C. sublineolum foi
comprovada pela primeira vez por Nakamura em 1982, onde foi verificada a
existéncia de cinco racas do patégeno provenientes de isolados de varios locais do
Pais (Casela e Frederiksen, 1994). Posteriormente, Ferreira e Casela (1986),
identificaram a existéncia de sete racas de C. sublineolum analisando doze
cultivares de sorgo. Em 1987, Casela e Ferreira indicaram um sistema para a
classificagdo de racgas de C. sublineolum e, com base nesse sistema, 13 ragas foram
identificadas entre 210 isolados provenientes de diferentes regides do pais, entre
1985 e 1987. No trabalho desenvolvido por Silva et al., (2008), foram encontradas
70 racas de C. sublineolum a partir de uma amostra de 289 isolados obtidos de seis
regibes produtoras de sorgo do pais, ocorrendo a presenca de ragas complexas em

alta frequéncia para algumas localidades.



As espécies de Colletotrichum podem ser diferenciadas por meio de
métodos tradicionais, como: forma e dimensdo de conidios, coloracdo de col6nia e
taxa de crescimento micelial, entre outras caracteristicas morfologicas e culturais
(Freeman et al.,, 1998). Porém, essa caracterizacdo ndo tem sido suficiente em
funcdo da grande diversidade fenotipica e instabilidade destes caracteres,
decorrentes ao ambiente (Andrade et al., 2007). Pelo falo de tais caracteristicas
serem consideravelmente importantes na caracterizacdo das espécies, estas
necessitam ser complementadas com técnicas que aumentem a oportunidade de
aprimoramento e seguranca na classificacdo dos mesmos (Pimenta, 2009).

As técnicas moleculares sdo uma ferramenta complementar para o estudo
populacional de C. sublineolum, pois, permitem uma analise precisa da variabilidade
genética do patdgeno, sendo capaz de detectar alteragcbes mutacionais em regides
codificadoras de um numero limitado de genes que se expressam em enzimas,
tornando mais facil e rapida a identificacdo de espécies e isolados de fungos
patogénicos (Freeman et al., 1998).

Um dos marcadores baseado nas repeticoes microssatélites muito utilizados
para estudo de variabilidade em C. sublineolum & o ISSR (Inter-Simple Sequence
Repeat), marcador dominante que amplifica entre sequéncias microssatélites
utilizando um Unico primer, composto por uma sequéncia repetida e ancorada com
dois a quatro nucleotideos em uma das extremidades (Zietkiewicz et al., 1994,
Caixeta et al., 2009). De acordo com Perumal et al., (2008) essa técnica pode ser
usada para elaborar estratégias de melhoramento tendo em vista a resisténcia a
populacdes locais do patdgeno e para verificar a incidéncia de novas racas
virulentas.

O estudo da variabilidade genética de isolados de Colletotrichum utilizando
marcadores moleculares ISSR vem sendo avaliados para diversas espécies, como,
por trabalho realizado por Parreira et al., (2016) avaliando variabilidade de isolados
de C. graminicola por meio de marcadores ISSR, onde obteve resultados eficientes
na determinacdo da variabilidade de isolados de Colletotrichum. Silva (2009),
avaliando a diversidade genética em Colletotrichum sublineolum de diferentes
origens geograficas no Brasil com a utilizacdo de primers ISSR, observou uma
tendéncia de agrupamento em funcdo da regido geografica em todos os locais. Em

estudo realizado por Silveira (2015), avaliando variabilidade de C. gloeosporioides e
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C. acutatum também obteve resultados eficientes com o uso de marcadores ISSR na
variabilidade genética entre os isolados, confirmando assim o bom desempenho

desse marcador para a deteccdo da variabilidade genética de Colletotrichum.

2.4 Resisténcia de plantas x variabilidade genética

A estratégia mais eficiente no manejo da antracnose é a utilizacdo de
cultivares geneticamente resistentes que pode ser utilizada em conjunto com
alternativas complementares no controle desta doenca (Casela e Ferreira, 1998;
Costa et al., 2013). Existem algumas vantagens na utilizacdo de cultivares
resistentes, dentre elas a que diminui o uso de defensivos (Silva, 2009), entretanto,
0 uso da resisténcia genética nem sempre € duravel devido, principalmente, a
variabilidade apresentada pelo patégeno e sua rapida adaptacdo aos cultivares
comercial (Casela e Frederiksen, 1993).

A manutencdo da durabilidade da resisténcia genética nas doencas é um
dos principais problemas enfrentados por melhoristas e fitopatologistas, uma vez
que, constantemente a resisténcia € “quebrada” ou reduzida com o surgimento de
novas racas na populacdo de patdégenos, que se adaptam a resisténcia existente
nas cultivares comercial (Casela, 2005), em funcéo da presséo de selecao.

De acordo com Crute e Pink (1996) e Adugna (2004), a resisténcia é
considerada como duravel quando uma cultivar amplamente plantada em ambiente
favoravel permanece resistente a algum patégeno por um longo periodo de tempo.
Deste modo, a resisténcia genética esta diretamente ligada com a forma de manejo
e com a variabilidade apresentada pelo patégeno (Silva et al., 2010).

Diversos fatores contribuem para que a resisténcia a patdgenos seja
duravel, dentre eles: a forma de cultivo empregado, a heranca da resisténcia, a
variabilidade presente na populacdo do patégeno, a dimensdo da populacdo do
patogeno, o ciclo de vida do hospedeiro e do patdégeno, fatores epidemiologicos e a
forma de utilizac&do de alelos de resisténcia (Adugna, 2004; Buiate, 2010).

Outras formas de utilizagdo da resisténcia genética tém sido estudadas para
obtencéo de resisténcia mais duravel ao patégeno, tendo como exemplo, a selecdo
de gendtipos que apresentem resisténcia dilatéria (Guimarées et al., 1998; Casela et
al., 2000; Buiate, et al., 2010), nesse tipo de resisténcia a ocorréncia de infeccéo e

severidade da doenca acontece de forma reduzida, havendo baixas taxas de
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desenvolvimento do patégeno, producdo de esporos e de indculo inicial (Casela et
al., 1995; Browing et al., 1977).

De acordo com Vanderplank (1968), temos a resisténcia vertical e horizontal.
A resisténcia vertical é caracterizada por ser especifica a uma certa raca do
patdgeno, na qual pode ser explicada pelo modelo gene-a-gene (Flor, 1942), neste
modelo, ocorre o reconhecimento das moléculas elicitoras (produzidas pelos alelos
de aviruléncia) pelas moléculas receptoras (produzidas pelos alelos de resisténcia
correspondentes), o0 que resulta no atraso do inicio da epidemia. Resisténcia
horizontal € mais duravel que a vertical, estando presente para todas as racas do
patdgeno, sendo caracterizada por diminuir a velocidade da doencga apdés o inicio da
epidemia.

Para que medidas adequadas de manejo da resisténcia sejam concretizadas
no controle da doenca, € imprescindivel conhecer a reacdo das cultivares ao
patdgeno, assim, como buscar referéncias sobre os fatores que podem influenciar a
taxa de progresso da doenca de modo a aumentar a durabilidade e a estabilidade
das cultivares. Nesse sentido, conhecer a composicdo genética da populacdo do
patdégeno ajuda determinar se a resisténcia sera quebrada caso ocorra mudangas na

estrutura genética do patégeno (Rosewich et al., 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao da area de estudo

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Recursos Genéticos &
Biotecnologia (LRG&B) e na casa de vegetacdo do LRG&B com umidade e
temperatura controlada, ambos vinculados ao Departamento de Agronomia da
Universidade do Estado de Mato Grosso — UNEMAT, Cidade Universitaria do
Campus de Céaceres — Mato Grosso, localizada nas coordenadas “16°07°66” e
“57°65’29” longitude.

3. 2 Isolados de Colletotrichum sublineolum

Foram utilizados 56 isolados monospoéricos de Colletotrichum sublineolum,
31 coletados no campo experimental da Unemat/Caceres-MT e 25 provenientes do
Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo (CNPSo0), da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) Sete Lagoas-MG.

Os isolados de 01 a 31 foram coletados em Céaceres-MT, no ano de 2016
sendo sua origem dos seguintes gendtipos: Iso-01/cac (201545B022), Iso-02/cac
(201545B012), Iso-03/cac (13F24019), Iso-04/cac (14F21021), Iso-05/cac
(13F02006), Iso-06/cac (13F23020), Iso-07/cac (12F23006), Iso-08/cac (14F21022),
Iso-09/cac (201545B013), Iso-10/cac (CMSXS 7031), Iso-11/cac (201545B020), Iso-
12/cac (201545B009), Iso-13/cac (201545B004), Iso-14/cac (14F21019), Iso-15/cac
(CMSXS 7027), Iso-16/cac (201545B019), Iso-17/cac (201545B021), Iso-18/cac
(CMSXS 7016), Iso-19/cac (201545B005), Iso-20/cac (201545B001), Iso-21/cac
(201545B002), Iso-22/cac (201545B015), Iso-23/cac (201545B003), Iso-24/cac
(13F26005), Iso-25/cac (201545B014), Iso-26/cac (14F21020), Iso-27/cac
(13F23006), Iso-28/cac (14F21006), Iso-29/cac (14F21005), Iso-30/cac (CMSXS
7027) e Iso-31/cac (14F20005).

As folhas de sorgo que apresentavam sintomas da doenca foram coletadas
e levadas ao laboratério para a desinfestacdo superficial na sequéncia de solucao de
hipoclorito de sédio 1%, alcool 70% e agua destilada por um minuto em cada
solucdo e plaqueados em meio de Agar-Agua (AA).
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As placas foram incubadas em temperatura de 25°C sob fotoperiodo de 12
horas, por 7 a 8 dias. Transcorrido esse periodo, foi realizada a obtencédo das
culturas monosporicas dos isolados onde os conidios foram colocados em
microtubos (eppendorf) contendo 1000 pl de dgua destilada e esterilizada, agitados
e transferidos para placas de Petri contendo Agar-Agua (AA) para a inducdo da
esporulacdo. ApoOs trés dias, culturas monosporicas foram obtidas por meio da
retirada dos conidios individualmente do meio AA com o auxilio de um microscépio
optico e, transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura Farinha de
Aveia, e incubados sob fotoperiodo de 12 horas, em temperatura de 25°C, por sete
dias. Posteriormente, discos dos isolados foram colocados em microtubos do tipo
eppendorf de 2mL e armazenados na micoteca a 10°C.

Os isolados 32 a 56 foram obtidos da micoteca da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), no Centro Nacional de Pesquisa de milho e
sorgo (CNPms), em Sete Lagoas-MG, no ano de 2016, sendo sua origem
proveniente dos seguintes genotipos: 1so-32/sl (Rancheiro), Iso-33/sl (AGN340), Iso-
34/sl (BRS310), Iso-35/sl (BRS310), Iso-36/sl (BRS308), Iso-37/sl (Catui), 1so-38/sl
(1G100), Iso-39/sl (BRS330), Is0-40/sl (1G100), Iso-41/sl (Rancheiro), Iso-42/sl
(BRS308), 1s0-43/sl (BRS304), Iso-44/sl (AGN340), Iso-45/sl (Catui), Iso-46/sl
(BRS330), Iso-47/sl (BRS304), Iso-48/sl (BRS308), Is0-49/sl (BRS330), Iso-50/sl
(Catui), Iso-51/sl (BRS304), Iso-52/sl (Rancheiro), Iso-53/sl (1G100), Iso-54/sl
(BRS308), Iso-55/sl (BRS330) e Iso-56/sl (BRS310).

3.3 Extracao e amplificacdo de DNA gendmico de Colletotrichum sublineolum

ApOs a obtencéo dos isolados monosporicos de C. sublineolum, foi realizada
a extracdo de DNA com o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison,
W1), seguindo as recomendacdes do fabricante. Para a extracdo do DNA gendmico,
os isolados foram macerados, individualmente, em nitrogénio liquido até a obtencao
de um pé fino, posteriormente, foi adicionado 0,1 mL deste material em microtubos
tipo Eppendorf de 1,5 mL.

Inicialmente, foram adicionados 600 uL de “Nucleilysis Solucion” nos

microtubos contendo o material macerado, e colocados no vortex por 3 segundos em
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seguida, a mistura foi mantida em banho-maria por 65°C por 15 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 5 pL de RNAse e os tubos foram vertidos 5
vezes delicadamente e, foram incubados em banho-maria a 37°C, por 15 minutos.
ApOs resfriamento por 5 minutos em temperatura ambiente, adicionou-se 200 yL de
“Protein Precipitation Solution” e os microtubos foram ao vortex em alta velocidade
por 20 segundos. O material foi centrifugado a 14.000 rpm, por 5 minutos e o
sobrenadante transferido para novo microtubo de 1,5 ml, com 600 pL de isopropanol
em temperatura ambiente, onde a solugéo foi misturada por inversao. Os microtubos
foram centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante descartado e no
precipitado foram adicionados 600 pL de etanol 70% em temperatura ambiente. Os
tubos foram novamente centrifugados por 14.000 rpm por 3 minutos. O
sobrenadante foi descartado e para secagem do precipitado os tubos foram vertidos
sobre papel absorvente por 15 minutos.

Os DNAs precipitados foram ressuspendidos com agua ultrapura
autoclavada e colocados na geladeira em overnight para serem utilizados
posteriormente.

A qualidade do DNA foi analisada por meio de eletroforese em gel de
agarose a 1,0 %. Para a amplificagdo, 20 primers para locos ISSR foram testados
(Tabela 1), destes, onze foram selecionados para representar a variabilidade
genética dos isolados de C. sublineolum (01, 02, 03, 04, 05, 07, 09, 14, 15, 16 e 18).

As reacdes de amplificacdo por PCR foram preparadas em um volume final
de 20uL, conforme a Tabela 2. Nas reac¢des foram utilizados tampéao 10x; MgCl2 2
mM; dNTP’s 2,0 mM; Tag DNA polimerase; Primer 2 mM; Formamida e DNA
gendmico.

Para a amplificacdo das reacdes foi utilizado termociclador Aeris Thermal
Cycler, onde o DNA foi inicialmente desnaturado em 94°C por 3 minutos, seguido
por 35 ciclos de amplificagdo a 94°C por 30 segundos, Tm por 30 segundos, 72°C
por 30 segundos e uma extensao final de 72°C por 5 minutos, mantendo-se a reagao
a 4°C até a retirada das amostras do termociclador.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(1,5%) contendo TBE 1x e para definir o tamanho dos fragmentos amplificados foi
utilizado o marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder e visualizados sob luz

UV (Fotodocumentador da marca DNR Bio Imaging System, modelo MicroBIS).
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Tabela 1. Descricdo dos 20 marcadores moleculares ISSR, sequéncias de bases e
temperaturas de anelamento utilizados na identificacdo da variabilidade

molecular dos 56 isolados Colletorichum sublineolum, Caceres-MT, 2017

Ordem Nome da Sequencia Sequencia (5’----3’) Tm (°C)
01 UBC 881 GGGTGGGGTGGGGTG 47,00
02 AP1 CAGCAGCAGCAGCAG 58,80
03 AP3 GACACGACACGACAC 56,20
04 AP4 GACAGACAGACAGACA 54,20
05 (GTG)6 GTGGTGGTGGTGGTGGTG 64,40
06 (GCGT)4 GTGTGTGTGTGTGTGT 64,40
07 (TG)8GT TGTGTGTGTGTGTGTGGT 57,60
08 (ACTG) ACTGACTGACTGACTG 49,20
09 CAC CACCACCACCACCAC 58,80
10 (CTC)4GC CTCCTCCTCCTCGC 56,47
11 (AG)8TC AGAGAGAGAGAGAGAGTC 57,60
12 (GA)BGG GAGAGAGAGAGAGG 52,60
13 (GA)BAT GAGAGAGAGAGAGAGAAT 54,78
14 (AAG)6 AAGAAGAAGAAGAAGAAG 50,80
15 UBC 810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 43,20
16 UBC 817 CACACACACACACACAA 43,20
17 UBC 834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 56,50
18 UBC 850 GTGTGTGTGTGTGTGTYC 58,80
19 UBC 873 GACAGACAGACAGACA 54,20
20 UBC 880 GGAGAGGAGAGGAGA 47,00

Tabela 2. Componentes do “mix”, respectivas concentracdes estoque e volumes
utilizados nas reacdes em cadeia da polimerase (PCR) para a
identificacdo da variabilidade genética em 56 isolados de Colletotrichum
sublineolum, Caceres-MT, 2017

Componentes Concentragao estoque Volume da reagao (L)
Tampao 10X 2,0
MgClI2 50mM 1,6
dNTP’s 2,0mM 4,0
Primers 2,0mM 3,0
Formamida - 1,0
Tag polimerase - 0,2
DNA - 2,0
Agua Milli Q - 6,2
Total - 20

15



3.3.1 Anélise estatistica

3.3.1.1 Conteudo de informacéo de polimorfismo (PIC) e Frequéncia Alélica

Para a determinacdo do Contetdo de informacédo de polimorfismo (PIC) dos
primers utilizou-se o programa Power Marker V.3.25 (Liu e Mouse, 2005).

A frequéncia alélica em cada locos dos marcadores moleculares em isolados
de C. sublineolum foi determinada utilizando o programa GenAlEx v.6.5 (Genetic

Analisis in Excel) (Peakall e Smouse, 2012) em que:

n°de alelos A1l

F(Al) =
(A1) n°total de alelosFreq

3.3.1.2 Estrutura genética da populacdo de isolados de Colletotrichum

sublineolum

O programa “Structure” (Pritchard et al., 2000), baseado em estatistica
bayesiana foi utilizado para inferir a estrutura genética dos isolados e definir o
namero de grupos (k) mais provavel entre os isolados de C. sublineolum utilizados.

Para isso, foram realizadas 20 corridas para cada valor de K, com 200.000
simulacées de “burn-ins” e 500.000 simulagdes de Monte Carlo de Cadeias de
Markov (MCMC). Para definicdo do K, ou seja, melhor agrupamento que se

enguadra nos dados, os resultados foram enviados para o site Structure Harvester.

3.3.1.3 Variabilidade genética via marcadores dominantes (ISSR)

A matriz binaria de dissimilaridade genética foi elaborada por meio do
registro da presenca (1) e da auséncia (0) de bandas no perfil eletroforético de cada
isolado, na qual foi calculada com base no coeficiente de Jaccard, através da

formula:

Sij = (atbic)’ em que:
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a € o numero de bandas polimérficas compartilhadas por i e j;
b € o niUmero de bandas presentes em i e ausentes em |;

e ¢ é niumero de bandas presentes em | e ausentes em i.

A matriz foi gerada com o auxilio do programa computacional genes (Cruz,
2016).

3.3.1.4 Métodos de Agrupamento Hierarquico de UPGMA e de Otimizacédo
Tocher

Através da matriz gerada pelo coeficiente de Jaccard foi produzido o
dendrograma por meio do Agrupamento Médio entre grupos (UPGMA), por meio do
programa R.

Onde a distancia entre um individuo k e um grupo formado pelos individuos i

e j € dada através da formula:

dig+ djk
dijpk = _— onde:

d(ij)k € obtido pela média das distancias dos pares de individuos (i e k) (j e
k), elaborando uma nova matriz com esses valores reduzindo a dimensionalidade
passo a passo. Por meio da construcdo do dendrograma, novas distancias serao
estimadas, de forma que, se um individuo k for incorporado a um grupo (ij), a
distancia deste novo grupo (ij.k) em relacdo ao individuo (I) ou a outro grupo (Im), é

dada por:
dil + d]l + dkl
dijror = 3
e
dy +dim +dj; + djyy + dig + diemm
d(ijym = 6
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Também foi determinado o coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) para
certificar o ajustamento entre a matriz e o dendrograma gerado pelo método de
agrupamento UPGMA.

O método de agrupamento de otimizacdo de Tocher também foi realizado a
partir da matriz de dissimilaridade, sendo que a distancia entre o individuo k e o
grupo formado pelos individuos ij € dado por:

dipk = djj + dj, em que:

di«= distancia entre o grupo ij o genotipo k;
dic= distancia entre o gendtipo i e k;
djx = distancia entre o genotipo j e k.

Para a inclusdo, ou nao, do individuo k no grupo é considerado:

d N o
("’+’"’)k < 0, inclui-se o individuo k no grupo;

d o o i
—arpok ~ g, o individuo k ndo é incluido no grupo;

sendo n o0 numero de individuos que constitui 0 grupo original.
O agrupamento de otimizacéo de Tocher foi obtido utilizando-se o programa

computacional Genes (Cruz, 2016).

3.4 Reacédo de sorgo sacarino e biomassa a Colletotrichum sublineolum

Com base no resultado da variabilidade genética por meio do método de
agrupamento de UPGMA, foram selecionados 10 isolados de C. sublineolum
pertencentes aos diferentes agrupamentos genéticos, no qual cinco foram
provenientes de Céaceres/MT e cinco de Sete Lagoas/MG. No grupo | foram
selecionados os isolados Iso-01/cac, 1so-50/sl, no grupo Il os isolados Iso-34/sl, Iso-
35/sl, no grupo llla os isolados Iso-14/cac, I1so-09/cac, no grupo lllb os isolados Iso-
03/cac, Iso-43/sl, no grupo IV o isolado Iso-28/cac e no grupo V o isolado 1so-53/sl.
Esses isolados foram inoculados em dois genoétipos de sorgo biomassa: o BRS 716
e 0 Agri 002-E e dois genotipos de sorgo sacarino: o BRS 511 e o BRS 506, todos

provenientes do Centro Nacional de Pesquisa em Milho e Sorgo, Embrapa.
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O experimento foi realizado no delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com trés repeticdes em esquema fatorial (4 gendtipos de sorgo X 10 isolados de C.
sublineolum) mais a testemunha (gendtipo inoculado com agua destilada, sem a
inoculacado do patégeno).

Os gendtipos de sorgo foram semeados em vasos plasticos de 5 litros
contendo substrato comercial Tecnomax. Para o plantio foram semeadas seis
sementes em cada vaso e aos 15 dias ap0s a emergéncia foi realizado desbaste
mantendo-se trés plantas por vaso que foram mantidas em casa de vegetacéo até o
final do experimento. Foi realizada adubagao de cobertura com aplicacdo de ureia
guinzenalmente (5g por vaso) e a umidade dos vasos foi conservada por meio de

irrigacdes em dias alternados com auxilio de regador.

3.4.1 Producéo e preparo do inoculo de Colletotrichum sublineolum

Para o preparo do in6culo, os isolados monosporicos foram transferidos do
meio de conservacgao para placas de Petri contendo meio de cultura de farinha de
aveia e mantidos durante 7 a 8 dias, sob fotoperiodo de 12 horas, a 25°C.
Posteriormente, foi adicionado 10 mL de agua destilada e autoclavada nas placas
contendo a colénia de C. sublineolum e realizada a raspagem superficial. Em
seguida os mesmos foram colocados em becker contendo agua destilada e
autoclavada e agitados para a liberacdo dos conidios e contagem em camara de
Neubauer, onde foi realizada a padronizacéo da concentracéo de inéculo para 10°
conidios/mL (Figura 1).

As plantas foram inoculadas 30 dias apos o plantio com uma suspenséao de
conidios no volume de 10 mL/vaso aplicados diretamente nas plantas com o auxilio
de pulverizador manual. Apés a inoculagdo, estas foram mantidas ensacadas com
saco plastico, transparente, para formar uma condicdo com alta umidade,
permanecendo nesta condicdo por 18 horas, e posteriormente foram retiradas,
permanecendo em casa de vegetacdo a 26 * 2°C e umidade relativa de

aproximadamente 75 + 5% (Figura 2).
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Figura 1. Preparo e padronizacdo da concentracdo de conidios de Colletotrichum
sublineolum para 10° conidios/mL em camera de Neubauer para
inoculacdo em genoétipos de sorgo biomassa e sacarino em casa de
vegetacdo. a: coldénia monosporica de Colletotrichum sublineolum; b:
adicdo de agua destilada e autoclavada para raspagem superficial da
colénia de C. sublineolum e liberacdo dos conidios; c: conidios de C.
sublineolum em camara de Neubauer para contagem e padronizacéo do

inoculo.

51
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Figura 2. Dados climéticos médios diarios no periodo de condug¢éo do
experimento na casa de vegetagcdo, Caceres-MT, 2017.
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3.4.2 Caracteristicas avaliadas
a) Periodo de incubac&o médio

O Periodo de incubacao é considerado como o tempo em dias decorridos
desde a inoculacdo até o aparecimento dos primeiros sintomas. Apds a inoculacao
as folhas de todos os tratamentos foram avaliadas diariamente para determinar o
periodo de incubacdo médio (PI), verificada com o auxilio de uma lupa de aumento
10x.

b) Severidade da doenca e Comprimento e Largura da Lesé&o

As avaliacdes da severidade da doenca foram realizadas a partir de quinze
dias apos a inoculacéo, ocorrendo semanalmente, no qual, foram realizadas quatro
avaliacdes com o auxilio de uma escala de notas (Sharma, 1983), variando de 1 a 9.
Sendo a nota 1 = 0%, 2 = 2,5%, 3 = 5%, 4 = 10%, 5 = 20%, 6 = 35%, 7 = 50%, 8 =
75%, 9 = 100%.

As avaliagbes de comprimento e largura da lesdo também se iniciaram 15
dias apos a inoculacao. Para realizar as medicoes, folhas e lesdes das plantas foram
marcadas, avaliando-se 27 lesbes por tratamento. Estas foram avaliadas com
intervalo de dois dias, no qual foram realizadas seis avalia¢cdes, medidas com auxilio
de um paquimetro digital.

Apoés as medicdes de comprimento e largura da leséo, foi calculada a area
lesionada, utilizando a férmula m*C*L/4 para o calculo da area de uma elipse, onde:
C é o comprimento da lesdo e L € a largura da lesdo. Posteriormente, os valores
obtidos da area lesionada foram transformados para obtencdo da area abaixo da
curva de expansdo da area da lesdo (AACEAL) e os valores de severidade da
doenca foram transformados para obtencdo da area abaixo da curva de progresso

da doenca (AACPD) através da equacédo proposta por Shaner e Finney (1977).

n-1
AACPD =>" [Y; +Y;,)/2].(t,, - t;) , em que:

i-1
Y; e Yi.1 = sdo duas avaliacdes realizadas sucessivas;
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t e ti1 = é 0 intervalo em dias entre duas avaliagdes;

e n = é o numero total de observacgdes.

c) Porcentagem da é&rea foliar doente (%AFD)

No 38° dia apds a inoculacdo, foi realizada a amostragem do terco médio
das plantas. Foram coletadas quinze folhas por parcela, que foram levadas ao
laboratério para a avaliacdo da porcentagem de &rea foliar doente (cm?) com o
auxilio do sistema de analise de imagem foliar WinDIAS 3 v3.2., que consiste em um
sistema especifico para analisar imagens coloridas para mediar a porcentagem de
area foliar doente (%AFD), de forma que € estabelecido os efeitos de cores, onde a
cor priméaria define o conjunto de cores da area do tecido saudavel e, as cores

secundarias e terciarias, definem as areas doentes.

3.4.3 Anélises Estatisticas

3.4.3.1 Andlise de variancia

Os dados obtidos de Pl, AACPD, AACEAL e %AFD foram submetidos a
analise de variancia, considerando o esquema fatorial no delineamento inteiramente
casualizado, sendo o valor de cada observacao fornecido pelo seguinte modelo

estatistico:

Yik = m+ A + By + (AB)j + €j,

Em que:

Yik = € o valor observado para a variavel em estudo referente a K-ésima
repeticdo da combinacdo do I-ésimo nivel do Fator A com o J-ésimo nivel do Fator
B;

m = média de todas as unidades experimentais para a variavel em estudo;

A; = efeito do I-ésimo nivel do Fator A no valor observado Y ;

B; = efeito do J-ésimo nivel do Fator B no valor observado Y ;
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(AB); = efeito da interacéo do I-ésimo nivel do Fator A com o J-ésimo nivel
do Fator B;

ejk = erro associado a observagao Y.

O esquema utilizado na andlise de variancia e as esperancas de quadrados

médios para a fonte de variacdo do modelo estatistico sdo apresentados no Quadro
um.

Quadro 1. Analise de variancia das caracteristicas avaliadas no experimento em

delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial

FV GL SQ QM F
Fator A (1-1) SQA QMA Fa
Fator B J-1) SQB QMB Fs

Interacéo (AxB) (1-1)@J-21) SQAXxB QMAXB Faxs

Tratamentos (1J-1) SQT QMT Fr
Residuo [J(K - 1) SQR QMR -
Total JK-1 SQTotal - -

Em que:
1,J,K

SQTotal= >'Y?%k-C

i=1, j=Lk=1

SQT :% i(AxB)if—c

i=1,j=1

SQR = SQTotal — SQT
1,

SQA=—> A’-C
k=

i
sqs:_iz B*-C
ik 53

SQAxB = SQTrat — (SQA + SQB)

SQT.

MT =
° (ij -1)
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Na sequéncia, foi realizado o agrupamento de médias segundo Scott &

QMB

QMAXB

Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

3.4.3.2 Estimadores de correlagdo simples

Foi empregado o método de estimadores de Correlagdo Simples entre as
variaveis, por meio do teste t, para determinar a correlacdo entre duas variaveis

aleatédrias X e Y, no qual foi utilizado a seguinte expressao:

. Cov(X,Y)  Xxy;
VIV () szﬁzyg

As andlises foram realizadas com emprego do recurso computacional Genes
(Cruz, 2016).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise descritiva da variabilidade dos isolados de Colletotrichum

sublineolum

De acordo com os resultados, dentre os 11 primers selecionados, foi
possivel verificar a presenca de 42 bandas, todas polimoérficas, ou seja, bandas que
estiveram ausentes em pelo menos um isolado. Resultados proximos a estes foi
observado por Parreira et al., (2016), que avaliando a variabilidade genética de C.
graminicola utilizando 15 primers ISSR observaram a presenca de 66 bandas
polimérficas.

O numero de bandas amplificadas por primer variou de 01 (AP3) a 08 (AP1).
Dentre os primers utilizados, o APl apresentou 0 maior numero de bandas
amplificadas, com 08 bandas polimorficas, apresentando-se também como mais
informativo na demonstracdo da variabilidade genética dos isolados de C.
sublineolum (Tabela 3). O gel de eletroforese ilustrando o produto da amplificacao da
PCR do iniciador ISSR AP1 de 56 isolados de C. sublineolum encontram-se na

Figura 3.
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Figura 3. Produto de amplificagdo da PCR do iniciador ISSR (AP1), do DNA
gendmico de cinquenta e seis isolados de Colletotrichum sublineolum

utilizando marcador molecular A de 100pb, Caceres-MT, 2017.

Na Tabela 3, sdo apresentados o tamanho de fragmento que variou de 400 a
3000 pb e o conteudo de informacédo polimérfica (PIC), que variou de 0,03 a 0,47,
com meédia de 0,29. De acordo com a classificacdo proposta por Botstein et al.,

(1980), marcadores moleculares com valores do contetdo de informacéo polimorfica
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(PIC) maiores que 0,50 sédo considerados muito informativos, valores variando entre
0,25 e 0,50 sdo mediamente informativos e valores inferiores a 0,25 sdo marcadores
pouco informativos.

Com base nesta classificacdo, dentre os 11 primers utlizados, sete
apresentaram-se mediamente informativos com valores de PIC acima de 0,25 (AP1,
AP4, (TG)8GT, CAC, UBC 817, UBC 850 e UBC 881), sendo estes os mais
informativos para C. sublineolum. Segundo Boza et al., (2013), quanto maior o
polimorfismo (PIC) melhor é a identificacdo da diversidade genética da amostra.
Desta forma, os primers que apresentaram maiores valores de PIC sdo os mais

indicados para o estudo da variabilidade genética de C. sublineolum.

Tabela 3. Nome dos 11 marcadores moleculares ISSR selecionados, tamanho dos
fragmentos gerados na PCR e o contetdo de informacao polimérfica (PIC)
representando a variabilidade genética dos 56 isolados Colletotrichum

sublineolum, Caceres-MT, 2017

Primers Tamanho do fragmento (pb) PIC
AP1 2340 - 400 0,47
AP3 1000 0,03
AP4 1027 — 700 0,33

(GTG)6 2294 — 894 0,24

(TG)8GT 1557 — 700 0,46
CAC 2600 — 1000 0,33

(AAG)6 878 — 458 0,22

UBC 810 1872 — 518 0,14

UBC 817 3000 - 862 0,31

UBC 850 1094 — 754 0,35

UBC 881 2085 - 820 0,36

Max. — Min. 3000 — 400 -
Média - 0,29

Na Figura 04, verifica-se a frequéncia alélica em cada loco, demonstrando o
guao comum um alelo € na populacao de C. sublineolum em estudo. De acordo com
os resultados, a maior frequéncia alélica foi observada nos locos 06, 09, 10 e 24 com
98% de frequéncia, estando presente em 55 isolados de C. sublineolum, e a menor

frequéncia alélica foi observada no loco 02 com 5% de frequéncia alélica, sendo
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detectada em 03 isolados de C. sublineolum. De modo geral, foi observada
diferencas na frequéncia alélica nos locos dos isolados de C. sublineolum, indicando

existéncia de variabilidade entre eles.
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Figura 4. Frequéncia alélica de 42 locos ISSR de 56 isolados monosporicos de

Colletotrichum sublineolum, Caceres/MT, 2017.

4.2 Estrutura genética da populacdo de isolados de Colletotrichum

sublineolum

O programa “Structure”, baseado em estatistica bayesiana, inferiu a
estrutura da populacdo de isolados de C. sublineolum através da definicdo do
namero de grupos (Ak) sendo que entre os isolados de C. sublineolum, o melhor K,
ou seja, melhor agrupamento que se enquadra nos dados foi para representacao de

trés grupos (k=3), (Figura 5).
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Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 5. Analise grafica do numero de grupos (AK) para
isolados monospdricos de Colletotrichum sublineolum
de acordo com as informacdes dos 11 marcadores de
ISSR, por meio do programa Structure, Caceres-MT,
2017.

Por meio do agrupamento do “Structure” (Figura 6), foi possivel observar que
os isolados de C. sublineolum estdo estruturados em trés grupos. O grupo |
(vermelho) alocou 21 isolados de C. sublineolum, destes 17 provenientes de
Céaceres-MT. O grupo Il (verde) agrupou 20 isolados, destes 16 com provenientes de
Sete Lagoas-MG e o grupo Il (azul) agrupou 15 isolados, destes 10 provenientes de
Caceres-MT.

Observa-se que os isolados de C. sublineolum provenientes de Sete
Lagoas/MG tenderam a se alocar em um grupo e os de Caceres/MT nos outros dois
grupos. A andlise de Structure agrupa os individuos de acordo com as diferencas
genéticas, sem a necessidade de uma pré-identificacdo dos individuos (Rossi et al.,
2014), porém, verifica-se uma tendéncia no agrupamento dos isolados de acordo
com sua procedéncia geogréfica e verifica-se ainda que, a maior parte dos isolados
possui uma estrutura homogénea dentro de cada grupo, indicando que esses

isolados estéo estruturados geneticamente.
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Figura 6. Representacdo dos grupos de 56 isolados monospéricos de Colletotrichum
sublineolum, segundo dados moleculares com 11 primers ISSRs utilizando o
programa “Structure”. Os isolados estao representados por barras verticais
com coloracdo de acordo com o grupo ao qual pertencem: grupo | —
vermelho, grupo Il — verde e grupo Ill — azul. (trés grupos, K = 3), Caceres-
MT, 2017.

4.3 Agrupamento Pelo Método de UPGMA

Na figura 7, esta apresentado o dendrograma pelo método UPGMA, onde foi
possivel observar a distribuicdo dos isolados de C. sublineolum, com a formacéo de
seis grupos, demonstrando que o0s isolados apresentam variabilidade. Essa
variabilidade genética apresentada pelos patdgenos dificultam a obtengéo de plantas
resistentes. Desse modo, é importante conhecer a variabilidade genética presente
entre os isolados do patdgeno, neste sentido, o uso da técnica molecular auxilia no
estudo da dindmica populacional do patdégeno (Valério, et al., 2000; Parreira et al.,
2010).

O grupo | foi formado por treze isolados, destes, onze sdo provenientes de
Sete Lagoas e dois provenientes de Caceres/MT, sendo estes isolados mais
proximos geneticamente, com base nas informacfes geradas pelos marcadores
ISSR.

Os grupos Il e V foram formados por trés isolados do mesmo local de
origem, todos provenientes de Sete Lagoas/MG. Ainda no grupo Il, verificou-se que
os isolados Iso-34/sl e Iso-44/sl (provenientes de Sete Lagos/MG) nédo apresentam
diferenga genética, sendo os mais similares entre os isolados em estudo, sugerindo

gue estes isolados possivelmente pertencem a uma mesma raca.
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Figura 7. Dendrograma representativo da analise de agrupamento
genético de 56 isolados de Colletotrichum sublineolum,

obtido pelo Método de Agrupamento UPGMA a partir do

.

T Is0-50is]
|so-37/ sl
| so0-41/sl

|so-01fcac

|so-02fcac
|50-33/sl

- |so0-45/s]

| so-46/sl

| so-49/s]
| so-36/s|
| so-40{s]
|s0-32/s]
| so0-45/s]
|"' | so-25/s]

| so0-34/5]

- |s0-d4d/s]

|so-09fcac

|so-12fcac
| so-S6fs
lso-11/cac

= |lso-10f/cac

lso-19fcac
| so0-47 sl
|so-0dfcac
L Iso-1d/cac
T Is0-51/sl
|so-52/sl
|so0-329/s]
|so-05fcac
|so-07Ffcac
|so-13fcac
|so-29fcac
|so-08fcac
|so-20fcac
|so-30fcac
lso-21/cac
lso-22fcac
|so-03fcac
|so-23/cac
|so0-328/s|
|so-06fcac
|so-16fcac
lso-17cac
|so-2Ticac
|so-24fcac
lso-31/cac
|so-18fcac
|so-25fcac
lso-15fcac
|so-26/icac
_ Is50-43/5]
[Iso-28fcac
| s0-42{sl

| so-S4is]

"

I 1s0-53/s

I Iso-55is]

Bl

- ]

I

I

=

|7

=
=

I

-

“software” R, Caceres-MT, 2017.

30




O grupo 1l alocou o maior numero de isolados (trinta e cinco), por esse
motivo o grupo foi subdividido em llla e llIb, onde o grupo llla foi composto por nove
isolados, destes sete isolados sdo provenientes de Caceres-MT e; o grupo llib foi
formado por vinte e seis isolados sendo 21 provenientes de Caceres/MT e cinco de
Sete Lagoas/MG, onde a menor distancia genética foi observada entre os isolados
Iso-21/cac e Iso-22/cac.

Esses resultados indicam que os isolados de Caceres/MT e Sete
Lagoas/MG apresentam variabilidade de acordo com a procedéncia, pois, foram
observados em diferentes grupos genéticos. Resultados semelhantes também foram
observados por Silva (2009), onde avaliando variabilidade genética entre diferentes
isolados de C. sublineolum provenientes de diferentes locais do pais verificou-se a
presenca de variabilidade entre os isolados dos diferentes locais de procedéncia.

Embora a maioria dos isolados oriundos de um mesmo local geogréafico
tendeu a se agrupar, alguns isolados geograficamente distantes alocaram-se em um
mesmo grupo genético. De acordo com Cardwel et. al (1989), o patdogeno pode ser
disseminado a longas distancias por meio de sementes infectadas pois essas
sementes sdo fonte de in6culo e promovem intercAmbio do patégeno entre as
regides produtoras. Possivelmente, isso pode ter contribuido para que os isolados
geograficamente distantes apresentassem semelhanca genética.

Com base no coeficiente de correlagdo cofenética (CCC) aplicado no
método de agrupamento, observou-se valores significativos para o método de
agrupamento médio entre grupos (UPGMA). O coeficiente de correlagdo cofenética
(CCC) apresentou valor de 0,70 entre as distancias obtidas na matriz de
dissimilaridade e a matriz cofenética, demostrando confiabilidade na relacdo entre a
matriz de dissimilaridade e o dendrograma gerado pelo UPGMA, pois segundo Rohlf
(1970), valores de CCC superiores a 0,70 refletem boa concordancia entre as
matrizes e o dendrograma gerado a partir do conjunto de dados. Além disso, de
acordo com Cruz e Carneiro (2003), quanto maior o CCC menor sera a distorcéo
provocada ao agrupar os dados, sendo confirmado no presente estudo, em que o

CCC foi alto e a distorcao apresentou valor de 3,96% e o estresse foi de 19,90%.
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4.4 Agrupamento de Tocher

O agrupamento pelo método de Otimizacdo de Tocher possibilitou a
formacédo de oito grupos (Tabela 4) dos 56 isolados estudados. A formagéo dos
diferentes grupos evidencia a variabilidade presente entre os isolados de C.
sublineolum, indicando os mais similares e mais divergentes, pois, neste método de
agrupamento, os grupos sao formados de forma que exista homogeneidade dentro
do grupo e heterogeneidade entre grupos, ou seja, agrupa os individuos mantendo o
critério de que as distancias intragrupos sejam sempre menores do que as distancias

intergrupos (Cruz e Regazzi, 2001).

Tabela 4. Representacdo do agrupamento gerado pelo método de otimizacdo de
Tocher com base na dissimilaridade entre os 56 isolados monosporicos
de Colletotrichum sublineolum, Caceres-MT, 2017

Grupos Isolados % de isolados
I Iso-34/sl, 1so-44/sl, Iso-36/sl, 1so-40/sl, Iso-48/sl, Iso- 16,07
32/sl, Iso-50/sl, I1so-41/sl, Iso-37/sl
Il Iso-21/cac, Iso-22/cac, Iso-30/cac, Iso-06/cac, Iso- 41,07

16/cac, Iso-23/cac, Iso-20/cac, Iso-17/cac, Iso-38/sl,
Iso-27/cac, Iso-26/cac, Iso-15/cac, Iso-18/cac, Iso-
25/cac, I1so-43/sl, I1so-31/cac, Iso-24/cac, Iso-13/cac,
Iso-39/sl, 1so-03/cac, I1so-51/sl, Iso-08/cac, 1so-56/sl
Il Iso-01/cac, Iso-02/cac, 1so-46/sl, I1so-45/sl, 1so-33/sl, 12,50
Iso-49/sl, 1so-05/cac
\Y] Iso-10/cac, Iso-19/cac, Iso-11/cac, Iso-04/cac, Iso- 14,28

12/cac, I1so-47/sl, 1so-14/cac, I1so-09/cac

Vv Iso-42/sl, 1so-54/sl, Iso-28/cac 5,35
VI Iso-29/cac e Iso-52/sl 3,57
Vil Iso-53/sl e Iso-55/sl 3,57
VIII Iso-07/cac e Iso-35/sl 3,57
TOTAL 56 100,0
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A formacédo dos grupos pelo método Otimizagédo de Tocher ocorreu de forma
semelhante ao agrupamento do método hierarquico UPGMA, embora néo idéntica.
O grupo | foi formado por 09 isolados (16,07%), todos provenientes de Sete Lagoas-
MG, mostrando a similaridade entre eles, pois de acordo com Bertran et al., (2006)
os individuos contidos em um mesmo grupo indica que estes compartiiham maior
similaridade genética.

O grupo Il alocou a maioria dos isolados, reunindo 28 isolados (41,07% dos
isolados), sendo 20 provenientes de Caceres/MT e 8 de Sete Lagoas/MG. O grupo
[Il alocou 07 isolados (12,5%), sendo quatro de Sete Lagoas/MG. O grupo IV alocou
08 isolados de C. sublineolum. Destes, apenas um (Iso-47/sl) proveniente de Sete
Lagoas-MG, mantendo o mesmo agrupamento que ocorreu no método UPGMA
(grupo llla). Verifica-se uma tendéncia de agrupamento de acordo com o local de
origem dos isolados. Resultados similares a estes foram observado por Santos et al.,
(2015) onde avaliando a diversidade genotipica e patogénica de Colletotrichum
musae no estado de Pernambuco com marcadores ISSR, verificou uma tendéncia
de agrupamento entre isolados coletados no mesmo local geogréfico.

O grupo V foi formado por trés isolados (5,35%), assim como ocorreu no
agrupamento UPGMA, no qual séo dois isolados provenientes de Sete Lagoas/MG e
um de Caceres/MT.

Os grupos VI, VIl e VIII alocaram apenas dois isolados (3,57%) em cada, no
gual o grupo VI e VIl alocoram um isolado de Caceres/MT e um de Sete Lagoas/MG
e o grupo VII alocou isolados de Sete Lagoas/MG, sugerindo que estes sejam 0s
mais divergentes em relacdo aos demais isolados de C. sublineolum analisados,
uma vez que, grupos formados por apenas um ou poucos individuos, indicam que
estes individuos sejam os mais divergentes em relacdo aos demais (Benitez et al.,
2011).

Verifica-se que os dois métodos de agrupamentos sdo complementares e
auxiliam na indicacdo dos isolados mais divergentes. Além disso, a concordancia
entre os meétodos de agrupamento UPGMA e de Otimizacdo de Tocher na
discriminagdo dos isolados mais divergentes e mais similares, fornecem subsidios
para a realizacdo de inferéncias mais seguras a respeito da variabilidade entre os

isolados avaliados.
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4.5 Anélise de Variancia

De acordo com a analise de variancia (Tabela 5), pode-se observar que
houve diferenca significativa (P<0,05) pelo teste F para a interacdo genotipos de
sorgo X isolados de C. sublineolum (G x Iso), portanto o agrupamento de médias
pelo teste Scott & Knott foi realizado quanto a reacdo de cada gendtipo em relacéao
aos diferentes isolados.

Diferencas significativas também foram observadas em relacdo a

testemunha, mostrando que hé diferengas entre a testemunha e os tratamentos.

Tabela 5. Resumo de analise de variancia de dois genotipos de sorgo biomassa e
dois gendtipos de sorgo sacarino, inoculados com 10 isolados de
Colletotrichum sublineolum, Céaceres-MT, 2017

Quadrados Médios”

FV GL
PI AACEAL AACPD % AFD

Gendtipos 3 0,3591™  5371,3137  313587,0269°  308,7653"
Isolados 9 4,5451" 1157,3488™  44796,2225" 21,1461"™
Genxlso 27 0,2241" 1249,4678" 8242,0712" 41,6255
Tratamento 39 1,2316~ 1192,8606" 40165,7181" 42,5062
Trat. + Test. 40 52,7289 1437,1435" 43288,4997" 41,8751"
Testemunha 1  2061,1222°  10964,1741"  165076,9820 ~ 17,2613~

Residuo 82 0,3016 558,9523 1582,2916 4,6709

CV% - 14,46 59,98 15,08 152,78

'PI = periodo de incubacdo; AACEAL = area abaixo da curva da expansdo da area
da lesdo; AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenga; %AFD =
porcentagem de area foliar doente.

* e ** = significativo ao nivel de 1 ou 5% de probabilidade, respectivamente, pelo
teste F, respectivamente.

N&o houve diferencas significativas em relacdo ao fator isolado para as
variaveis area abaixo da curva da expansdo da area da lesdo (AACEAL) e

porcentagem de area doente (%AFD), (Tabela 5).
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4.5.1 Agrupamento de médias pelo método de Scott-Knott

De acordo com o periodo de incubacgdo, 0os genétipos apresentaram reacao
similar em relacdo a todos os isolados, formando apenas um grupo de médias, com
médias variando de 3 a 4 dias no periodo de incubacdo (Tabela 6). Resultados
similares quanto ao periodo de incubacéao foi observado por Sussel (2005), em que
caracterizando isolados de C. lagenarium verificou o periodo de incubacéo variando

de dois a sete dias.

Tabela 6. Agrupamento de médias dos valores do periodo de incubacéo (PI) de 10
isolados de Colletotrichum sublineolum em genoétipos de sorgo biomassa
(BRS 716 e Agri 002-E) e sacarino (BRS 511 e BRS 506), Caceres-MT,

2017

P

ISOLADOS?

BRS 716 Agri 002-E BRS 511 BRS 506
Iso-01/cac 4,55 Aa” 4,55 Aa 4,00 Aa 4,27 Aa
Is0-50/sl 4,33 Aa 4,44 Aa 4,44 Aa 5,00 Aa
Iso-34/sl 4,00 Aa 4,33 Aa 4,22 Aa 4,11 Aa
Iso-35/sl 4,44 Aa 4,33 Aa 4,22 Aa 4,00 Aa
Iso-14/cac 3,00 Ab 3,00 Ab 3,00 Ab 3,00 Ab
Iso-09/cac 3,11 Ab 3,33 Ab 3,44 Ab 3,55 Ab
Iso-03/cac 3,11 Ab 3,50 Ab 3,33 Ab 3,11 Ab
Iso-43/sl 3,66 Ab 3,00 Ab 3,00 Ab 3,11 Ab
Iso-28/cac 3,11 Ab 3,55 Ab 3,00 Ab 3,22 Ab
Iso-53/sl 4,11 Aa 4,99 Aa 4,22 Aa 4,00 Aa

Periodo de incubacéo.

?l Cac= Céaceres/MT, sl= Sete Lagoas/MG.

¥ Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas ha HORIZONTAL e minGscula
na VERTICAL constituem grupo estatisticamente homogéneo pelo método de Scott-
Knott.

Em relacdo aos isolados para cada gendtipo, todos o0s genoétipos
apresentaram o0 mesmo agrupamento de meédia formando dois grupos, onde 0s

isolados Iso-14/cac, Iso-09/cac, Iso-03/cac, Iso-43/sl e Iso-28/cac apresentaram o
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menor periodo de incubagdo (em média 3 dias), demonstrando que estes isolados
S80 0S mais agressivos, uma vez que a expressao dos sintomas iniciais ocorrem de
forma mais precoce, assim, possibilita maior nimero de ciclos do patdogeno no
transcorrer de uma epidemia.

Em relacdo a area abaixo da curva de expansdo e a éarea da lesdo
(AACEAL) (Tabela 7), a maioria dos gendtipos formaram apenas um grupo de
médias em relacdo aos isolados. Para os isolados Iso-14/cac, Iso-03/cac e Iso-
28/cac os genotipos formaram dois grupos de médias. Um grupo constituido pelos
genodtipos BRS 716, BRS 511 e BRS 506 e o outro constituido apenas pelo gendétipo
Agri 002-E, apresentando maior AACEAL, sendo a maior AACEAL podendo estar
relacionada a maior suscetibilidade do genatipo.

Quanto a AACEAL entre os isolados considerando cada genoétipo, 0s
gendtipos BRS 716, BRS 511 e BRS 506 ndo obtiveram diferenca e apresentaram
AACEAL menor em relacdo ao genétipo Agri 002-E, em que os isolados
apresentaram diferencas quanto a AACEAL.

Para o genotipo Agri 002-E, os isolados Iso-01/cac, Iso-35/sl, Iso-14/cac, Iso-
09/cac, Iso-03/cac, Iso-28/cac, Iso-53/sl, que sdo isolados geneticamente diferentes
(Figura 7), apresentaram maior crescimento de area doente (Tabela 7), destes,
apenas os isolados 1so0-35/sl e Iso-53/sl sdo provenientes de Sete Lagoas/MG, o0s
demais s&o de Céaceres/MT, mostrando maior agressividade expressa pelos
patébgenos provenientes deste local. Segundo Buiate (2009), essas informacdes
sobre a agressividade dos isolados sdo de suma importancia para conhecer a
variabilidade dos patégenos, além de, auxiliar o melhorista na escolha dos melhores
genotipos para cada localidade.

De acordo com a AACPD (Tabela 8), a maior severidade da doenca foi
observada para o gendtipo Agri 002-E em relacdo a todos os isolados, apresentando
maior AACPD e demostrando que este gendtipo € o mais suscetivel dentre os
genotipos em estudo. Essa suscetibilidade pode ser afirmada, pois, de acordo com
Bergamin Filho e Amorim (1996), a curva de progresso da doenca (AACPD) é a
melhor forma de representacdo de uma doenca, pois, por meio dela varios
componentes epidemiolégicos como porcentagem de area doente e crescimento da
lesdo podem ser caracterizados e assim estratégias de controles e niveis futuros da

doenca podem ser previstos.
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Tabela 7. Area abaixo da curva de expansdo da area da lesdo (AACEAL) em
gendtipos de sorgo biomassa (BRS 716 e Agri 002-E) e sacarino (BRS
511 e BRS 506), inoculados com diferentes isolados de Colletotrichum

sublineolum, Caceres-MT, 2017

3 AACEALY

ISOLADOS BRS 716 Agri 002-E BRS 511 BRS 506
Iso-01/cac 57,65 Aa” 77,84 Aa 55,64 Aa 62,49 Aa
Iso-50/sl 64,69 Aa 48,34 Ab 57,12 Aa 43,45 Aa
Is0-34/s| 45,12 Aa 32,28 Ab 35,29 Aa 59,80 Aa
Iso-35/sl 47,40 Aa 75,94 Aa 50,48 Aa 57,15 Aa
Iso-14/cac 62,87 Ba 109,99 Aa 65,84 Ba 49,13 Ba
Iso-09/cac 65,71 Aa 100,23 Aa 57,69 Aa 59,68 Aa
Iso-03/cac 50,51 Ba 126,68 Aa 50,62 Ba 53,39 Ba
Is0-43/sl 51,51 Aa 48,38 Ab 42,51 Aa 67,01 Aa
Iso-28/cac 56,24 Ba 102,96 Aa 52,35 Ba 70,41 Ba
Iso0-53/sl 52,92 Aa 85,69 Aa 41,68 Aa 53,41 Aa

" Area abaixo da curva de expanséo da area da les&o.
? Cac= Céaceres/MT, sl= Sete Lagoas/MG.
¥ Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas ha HORIZONTAL e mindscula
na VERTICAL constituem grupo estatisticamente homogéneo pelo método de Scott-
Knott.

Os gendtipos de sorgo biomassa BRS 716, sorgo sacarino BRS 511 e BRS
506, tanto para AACEAL quanto para AACPD obtiveram baixo progresso da doenca,
apresentando resisténcia do tipo dilatéria que € caracterizada por apresentar menor
taxa de desenvolvimento da doenca (Guimardes et al., 1998; Casela et al., 2001).
Esses resultados indicam que esses gendtipos que apresentaram menor
suscetibilidade podem ser gendtipos com fontes potenciais de resisténcia a C.
sublineolum.

Os gendtipos de sorgo sacarino (BRS 511 e BRS 506), para os isolados Iso-
14/cac e Is0-43/sl apresentaram menor AACPD (Tabela 8), podendo-se dizer que

esses genotipos apresentaram-se menos suscetiveis.
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Em relacdo a severidade de cada isolado de C. sublineolum nos genoétipos
BRS 716 e Agri 002-E (Tabela 8), a menor AACPD foi observada nos isolados
provenientes de Sete Lagoas (Iso-50/sl, Iso-34/sl, 1so-35/sl e 1so-53/sl), confirmando
menor agressividade desses isolados pois, estes também apresentaram menor
AACEAL.

Tabela 8. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), em genotipos de
sorgo biomassa BRS 716, Agri 002-E e gendtipos de sorgo sacarino
BRS 511 e BRS 506, inoculados com dez isolados de Colletotrichum

sublineolum, Céaceres-MT, 2017

3 AACPDY
ISOLADOS

BRS 716 Agri 002-E BRS 511 BRS 506

Iso-01/cac 274,16 Ba” 274,16 Aa 166,25 Cb 227,50 Ba
Iso-50/sl 157,50 Bc 262,50 Ab 180,83 Bb 157,50 Ba
Iso-34/sl 154,58 Bc 285,83 Ab 169,16 Bb 218,75 Ba
Iso-35/sl 154,58 Bc 256,66 Ab 140,00 Bb 166,25 Ba
Iso-14/cac 326,66 Ba 542,50 Aa 262,50 Ca 221,66 Ca
Iso-09/cac 215,83 Bb 484,16 Aa 169,16 Bb 212,91 Ba
Iso-03/cac 303,33 Ba 460,83 Aa 274,16 Ba 192,50 Ca
Iso-43/sl 367,50 Ba 519,16 Aa 285,83 Ca 250,83 Ca
Iso-28/cac 210,00 Bb 507,50 Aa 169,16 Bb 166,25 Ba
Iso-53/sl 221,66 Bb 326,66 Ab 180,83 Bb 204,16 Ba

" Area abaixo da curva de progresso da doenca.

?l Cac= Céaceres/MT, sl= Sete Lagoas/MG.

¥ Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na HORIZONTAL e minGscula
na VERTICAL constituem grupo estatisticamente homogéneo pelo método de Scott-
Knott.

Quanto aos genotipos de sorgo sacarino, o BRS 506 ndo apresentou
diferenca na AACPD entre os isolados, formando apenas um grupo de médias. E
para o genotipo BRS 511 a maioria dos isolados apresentaram-se no mesmo grupo
com menor agressividade, exceto os isolados Iso-14/cac, Iso-03/cac e Iso-43/sl que

foram os isolados com maior agressividade para o genétipo BRS 511.
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No que se refere a porcentagem de area foliar doente (%AFD) (Tabela 9),
0S genotipos ndo apresentaram diferenca em relacdo aos isolados Iso-50/sl, Iso-
34/sl e 1so-35/sl. Para os demais isolados, os genotipos BRS 716, BRS 511 e BRS
506 formaram um grupo de médias e o gendtipo Agri 002-E apresentou a maior
%AFD em relag@o aos demais genétipos confirmando, assim, a suscetibilidade deste

genotipo a antracnose.

Tabela 9. Porcentagem de area foliar doente (%AFD) em genoétipos de sorgo
biomassa BRS 716, Agri 002-E e gendtipos de sorgo sacarino BRS 511 e
BRS 506, inoculados com dez isolados de Colletotrichum sublineolum,
Céaceres-MT, 2017

N % AFD"
ISOLADOS

BRS 716 Agri 002-E BRS 511 BRS 506

Iso-01/cac 0,26 Ba” 8,83 Ab 0,58 Ba 1,36 Ba
Iso-50/sl 0,27 Aa 1,40 Ac 1,26 Aa 0,28 Aa
Is0-34/sl 0,39 Aa 3,82 Ac 0,39 Aa 1,91 Aa
Iso-35/sl 0,85 Aa 2,58 Ac 1,20 Aa 0,56 Aa
Iso-14/cac 0,94 Ba 10,57 Ab 1,04 Ba 2,97 Ba
Iso-09/cac 0,74 Ba 6,61 Ab 0,81 Ba 0,49 Ba
Iso-03/cac 0,83 Ba 19,02 Aa 0,43 Ba 0,87 Ba
Iso-43/sl 1,03 Ba 4,67 Ac 1,12 Ba 0,80 Ba
Iso-28/cac 1,03 Ba 4,67 Ab 1,12 Ba 0,80 Ba
Iso-53/sl 0,29 Ba 5,44 Ac 1,02 Ba 0,87 Ba

YPorcentagem de area foliar doente.

% Cac= Céceres/MT, sl= Sete Lagoas/MG.

¥ Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na HORIZONTAL e minuscula
na VERTICAL constituem grupo estatisticamente homogéneo pelo método de Scott-
Knott.

Pode-se observar que a menor AACEAL e a menor severidade da doenca
foram observadas nos gendétipos BRS 716, BRS 511 e BRS 506, o que refletiu
também na porcentagem de area foliar doente final. Este fato demostra um potencial
da utilizacdo destes gendtipos como medida de manejo da antracnhose em areas

com histérico da ocorréncia da doenca, uma vez que, a principal e mais eficiente
39



medida para o controle desta doenca € o uso de cultivares resistente (Cota et al.,
2010).

Em relacdo ao comportamento dos isolados dentro de cada gendétipo, nao
houve diferenca entre os genoétipos BRS 716, BRS 511, BRS 506, todos
apresentaram uma baixa %AFD.

O gendtipo Agri 002-E obteve as maiores %AFD, ocorrendo a formacéo de
trés grupos de média, no qual, os isolados provenientes de Caceres (Iso-01/cac, Iso-
14/cac, Iso-09/cac, Iso-03/cac e Iso-28/cac) apresentaram maior agressividade,
diferindo dos isolados de Sete Lagoas. Pode-se observar que a agressividade dos
isolados é ressaltada no gendétipo Agri 002-E, que € o gendtipo mais suscetivel entre
os estudados. Isso ocorre devido a maior sensibilidade do gendtipo a ocorréncia do
patégeno. Deste modo, para avaliar a agressividade dos patégenos, genétipos mais
suscetiveis podem ser mais indicados, uma vez que, a identificacdo da variabilidade
presente nos patdgenos sao mais eficientes.

Na Figura 8, verifica-se a agressividade dos isolados de C. sublineolum no
genotipo de sorgo biomassa Agri 002 — E. Além disso, observa-se também a
suscetibilidade apresentada pelo genétipo Agri 002 - E. Devido a essa
suscetibilidade, ndo é indicado a sua utilizacdo em locais com historico de
antracnose, além disso, também nao é indicado o cultivo em locais cuja condi¢cao
climatica propicie o desenvolvimento da doenca, tais como: longos periodos de
molhamento foliar, alta umidade relativa e temperaturas moderadas (Casela et al.,
1994; Costa et al., 2013), pois, a utilizagdo de cultivares suscetiveis, em condi¢des
desfavoraveis a ocorréncia da doenca faz com que a severidade seja menor (Silva,
2012).

Com base nos resultados de AACEAL, AACPD e %AFD pode-se afirmar que
além de variabilidade genética, os isolados de C. sublineolum também apresentaram
variabilidade patogénica. Estes resultados confirmam estudos anteriores realizados
por Casela et al., (1996) e Harris e Jonhson (1967) que afirmam que a
patogenicidade de C. sublineolum é altamente variavel dentro de uma populacao de
isolados e mudancas na viruléncia de populacdes de C. sublineolum ja foram

constatadas em diversos locais.
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Figura 8. Folhas com lesdo tipica de Antracnhose causada por Colletotrichum
sublineolum em sorgo biomassa (genoétipo Agri 002 — E), Caceres-MT,
2017.

4.6 Correlacdo Simples

Na tabela 10, sdo apresentadas as correlagcdes entre as variaveis
analisadas. A magnitude das correlacdes entre as caracteristicas variaram de -0.24
a 0.81 (PI X AACPD e AACEAL X %AFD, respectivamente).

Tabela 10. Correlacdo simples entre quatro variaveis avaliadas sobre dez isolados
de Colletotrichum sublineolum em diferentes gendtipos de sorgo
Biomassa BRS 716, Agri 002-E e gendtipos de sorgo sacarino BRS 511 e
BRS 506, Caceres-MT, 2017

Variaveis” AACPD AACEAL %AFD

PI -0,2415 -0,1846 -0,0956
AACPD 0,6508™ 0,7678"
AACEAL 0,8156

P| = Periodo de incubacdo; AACEAL = area abaixo da curva de expansao da area
da lesdo; AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenca; %AFD =
porcentagem de area foliar doente.

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t.
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Para estabelecer a magnitude das correlacdes entre as variaveis foi utilizada
a classificacdo proposta por Shimakura e Ribeiro Junior (2012), onde a classificacao
de intensidade da correlacdo € considerada como muito forte (0.90 a 1.00), forte
(0.70 a 0.89), moderada (0.40 a 0.69), fraca (0.20 a 0,39) e bem fraca (0.00 a 0.19).

A andlise de correlacdo mostra que a AACPD obteve correlacdo moderada
positiva de valor significativo com AACEAL e forte com %AFD, indicando influéncia
desses caracteres em relacdo a AACPD.

Verifica-se correlagdo positiva e forte entre AACEAL e %AFD, sugerindo que
guanto maior a area foliar doente maior sera a porcentagem de area foliar doente.
Coélho et al., (2001), avaliando severidade de C. graminicola também observou
correlacdo positiva e forte entre as variaveis de crescimento da lesdo e éarea
lesionada. Em estudo realizado, Pereira (2005), avaliando a reacdo de acessos de
Capsicum spp. a Colletotrichum sp. também verificou-se correlacao positiva entre as
variaveis de crescimento da leséo.

Para periodo de incubacéo, a correlacdo entre as variaveis foram negativas
e fracas (Pl X AACPD) a bem fracas (Pl X AACEAL e Pl X %AFD). Resultados
similares foram observados por Sussel (2005), que também n&do encontrou corre¢cao
entre periodo de incubacgéo e crescimento da lesdo em isolados de Colletotrichum
ligenarium. Segundo Montardo et al., (2003), a ocorréncia da baixa correlacéo entre
variaveis ocorre devido a pouca variabilidade em uma das caracteristicas, visto que,
essa andlise busca constatar uma eventual relacdo na variacdo das caracteristicas

estudadas.
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5. CONCLUSOES

Os isolados de C. sublineolum apresentaram variabilidade genética e os
métodos de agrupamentos utilizados demonstraram que os isolados de C.
sublineolum tém uma tendéncia a se organizar de acordo com sua procedéncia.

Ha diferenca na agressividade dos isolados de C. sublineolum obtidos por
meio dos diferentes gendtipos de sorgo, com destaque para os de Caceres que sao
mais agressivos.

O gendtipo de sorgo biomassa Agri 002-E apresenta maior intensidade da
doenca e suscetibilidade em relacéo aos isolados de C.sublineolum.
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