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RESUMO

PARREIRA, Douglas Ferreira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho de 2012.
METODOS DE INOCULACAO E VARIABILIDADE DE Colletotrichum
graminicola EM MILHO. Orientador: Laercio Zambolim. Coorientadores: Luciano

Viana Cota e Rodrigo Véras da Costa.

Entre as doengas que atacam a cultura do milho, a antracnose do milho causada
por Colletotrichum graminicola (Ces.) G.W. Wils é considerada uma das mais
importantes no Brasil, principalmente nas areas onde se utiliza o sistema de plantio
direto sem a adocdo da rotacdo de culturas. A doenga afeta todas as partes da planta,
entretanto, ¢ comumente constatada no campo nas formas de mancha foliar e de
podriddo do colmo. Considerando que os levantamentos de variabilidade dos
organismos, se ocorrem ou ndo patotipos capazes de suplantar os genes de resisténcia
utilizados, a padronizacao de metodologias de inoculagdo e avaliagdo, permitindo que
os resultados obtidos em diferentes regides possam ser comparados e utilizados nos
alinhamentos dos programas de melhoramento genético, sdo de extrema importancia. O
presente trabalho abordou 3 frentes, na primeira delas foi feito o desenvolvimento e a
validagcdo de uma metodologia para a inoculacido em colmos de milho, concluindo que a
metodologia TICS palitos imersos em suspensio de esporos com inoculagéo na fase de
pendoamento (VT) e avaliando 30 dias apos a inoculagdo; a segunda frente estudou a
variabilidade de 95 isolados com os marcadores ISSR onde foi encontrada uma grande
variabilidade entre os isolados mas sem uma estruturacdo geografica ou da parte da

planta de onde o isolado foi retirado; a terceira frente de trabalho consistiu no desafio de
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uma sériec de 10 hibridos comerciais contra 165 isolados em condigdes de campo,
seguindo os procedimentos da primeira etapa, desses resultados identificamos 3 padrdes
de severidade distintos, alguns isolados de cada padrio foram selecionados para
sequenciamento da regiao ITS. Os isolados se agruparam com a espécie tipo de C.
graminicola confirmando a espécie dos isolados, um isolado avirulento se agrupou com
C. truncatum ¢ C. capsici . A série diferencial ndo foi robusta, somente o hibrido 2B710
apresentou resisténcia a parte dos isolados, devendo ser mantidos em series futuras os
hibridos 2B710 como material resistente, 2B587 ou DKB390 como padrio de
sucetibilidade na colonizagdo do entren6 e Attack ou BRS1035 como padrdes de
susceptibilidade no numero de entrends infectados. Esse é o primeiro estudo
apresentando fortes evidéncias quanto a existéncia de patdtipos de C. graminicola no

Brasil, na fase de colmo da doenga.



ABSTRACT

PARREIRA, Douglas Ferreira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, june 2012.
METHODS OF INOCULATION AND VARIABILITY OF Colletotrichum
graminicola IN CORN. Advisor: Laercio Zambolim. Co-advisors: Luciano Viana

Cota and Rodrigo Véras da Costa.

Among all maiz’s diseases, anthracnose caused by Colletotrichum graminicola
(Ces.) G.W. Wils is considered one of most important in Brazil especially where the no
tillage system doesn’t have a proper crop rotation. The disease attacks the whole plant
but it more common as leaf spot and stem rot. It is very important to standardize the
methodology for inoculation and evaluation of results as its use in Genetic programs to
allow comparison between different regions, once there is no much clue if patotypes are
capable of supplant the resistant genes used. The research developed was addressed to
different experimentation where the first focused on the validation of a methodology for
inoculation in maiz’s stalk finding TICS toothpicks immersed in spore suspension one
more appropriated inoculating at tasseling stage (VT) with evaluation 30 days after
inoculation; the second one studied the variability of 95 isolate with ISSR markers
showing a considerable differences between them although with no geographic or
plants” infected parts traceability; the third and the last was designed to challenge 10
different commercial hybrids against 165 isolates at field condition, following the first
experiment procedure where 3 distinct pattern were identified, some isolates from each
one were selected to be sequenced at the ITS. All the isolates grouped with C.

graminicola species confirmed isolates species, but one avirulent grouped with C.
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truncatum and C. capsici. The hybrid 2B710 presented distinct resistance, 2B587 or
DKB390 were selected as the susceptible one at its internode compared with Attack or
BRS1035 being it considered the standard for susceptibly based on internode infected.
This is the first study proving strong evidences of patotype existence of C. graminicola

in Brazil at disease’s stalk stage.
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INTRODUCAO GERAL

Hoje no Brasil estima-se que a area plantada de milho em 2011/2012 (primeira e
segunda safras) chegue a 15,45 milhdes de hectares, com produtividade média prevista
de 4.265 kg/ha, resultando em uma produgdo esperada de 55,02 milhdes de toneladas
(Conab, 2012). Levando em considera¢do a importancia do cultivo brasileiro de milho,
as podriddes de colmo tém sido consideradas como uma das principais doengas na
cultura do milho, exercendo um impacto negativo na produco, ocorrendo praticamente
em todas as regides produtoras (Costa et a/.,2008; 2010). Alguns estudos da ocorréncia
da doenga e seus impactos na cultura do milho nas condig¢des brasileiras tem sido feitos
ao longo dos anos destacando os ensaios desenvolvidos pela Embrapa através de seu
grupo de pesquisa como os feitos por Cota et al, (2009) com o plantio de cinco hibridos
em uma area com historico de antracnose foram comparadas plantas infectadas e nfo
infectadas, constatando perdas de até 34,5 % no peso dos gridos de plantas com
antracnose no colmo, quando comparadas com plantas sadias. Segundo Bergstrom &
Nicholson (1999) as lesoes foliares podem servir como fonte de indculo para infecgoes
no colmo, que podem causar tombamento da planta, chegando a reducdes na
produtividade na ordem de 18% a 40% (Callaway ef al., 1992; Carson & Hooker, 1981;
Smith, 1976).

A maneira ideal para o controle da enfermidade é o uso de materiais com
resisténcia genética a doenca, considerada atualmente como o mais eficiente método de
controle para a doenca e a medida de menor custo para o produtor. No trabalho
desenvolvido por Carson et al. (1981) cruzando materiais resistentes e suscetiveis
encontrou indicios de que os efeitos aditivos na resisténcia a antracnose do colmo foram

responsaveis por mais de 90% da variagao total entre as médias, com efeitos dominantes
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importantes em algumas popula¢des, concluindo que a dominéncia parcial para
resisténcia ou sucetibilidade estd no mesmo locus, corroborando com os resultados
obtidos por Lim & White (1978).

Para o estudo e uso da resisténcia genética é fundamental o desenvolvimento e a
padronizagdo de metodologias que permitam a selecdo segura de fontes de resisténcia e
a determinacdo precisa da reacdo, resisténcia ou suscetibilidade, dos genotipos
avaliados. Um fato que exemplifica bem a necessidade de padronizagdo de métodos de
inoculagdo foi o trabalho realizado por Forgey ef al.(1978), onde os autores propuseram
a ocorréncia de oito ragas de C. graminicola utilizando 10 isolados e 10 linhagens de
milho, posteriormente Nicholson & Warren (1981) repetiram parte do trabalho de
Forgey utilizando sete isolados e as mesmas linhagens utilizadas, concluindo que as
diferencgas nos sintomas, causados pelos diferentes isolados, ndo eram suficientes para
permitir a sua diferenciagdo em ragas, atribuindo os resultados obtidos por Forgey a néo
padronizagdo da metodologia de preparo de inoculo e inoculacéo.

Para o uso de estratégias de manejo integrado na producdo de milho ¢ necessario
o estudo aprofundado da variabilidade de C. graminicola quanto a possivel ocorréncia
de patétipos sendo de vital importancia na busca do uso de controle genético para esta
enfermidade. No trabalho de Rezende et al. (2004) chegou-se a conclus@o que o modelo
sobre a heranca da resisténcia a antracnose foliar ¢ um modelo misto de heranca com
genes de maior e menor efeito. Lim & White (1978) trabalharam com inocula¢des em
colmo e folha encontrando efeitos significantes de resisténcia e susceptibilidade, nas
reacdes foliares ¢ de colmo indicando que a dominancia parcial para resisténcia ou
susceptibilidade se encontra no mesmo locus. Entretanto, nesse trabalho, os autores
obtiveram uma baixa correlacio entre as reagdes foliares e de colmo indicando que elas
sdo influenciadas por mecanismos genéticos diferentes. Até o momento nenhum relato
da ocorréncia de patotipos na fase de colmo da doenca havia sido feito, e, segundo
Bergstrom e Nicholson (1999), C. graminicola exibe uma grande variagdo em
agressividade nas fases de folha e colmo mas, sem evidéncias consistentes da ocorréncia
de patotipos. Considerando-se que na literatura foi encontrado somente um gene para
resisténcia na fase de colmo até o momento, apenas dois patotipos poderiam ser
diferenciados (Broglie et al., 2009), através de uma metodologia de inoculag@o capaz se
assegurar a integridade dos resultados. Somente com as respostas sobre os niveis de
resisténcia genética dos genotipos de milho e a variabilidade de C. graminicola,

associados com o histérico das areas e as condi¢des ambientais da regido que
2



conseguiremos colocar em pratica o manejo integrado, que constitui um dos pilares de
sustentacdo da certificacdo dos produtos de origem vegetal (produgéo integrada), uma

realidade nos dias atuais.
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Resumo — A antracnose do milho causada pelo fungo Colletotrichum graminicola é
uma das principais doengas da cultura no Brasil e no mundo. A doenga, no Brasil,
ocorre em todas as regides produtoras e a sua incidéncia tem aumentado nos plantios de
milho, principalmente nos locais onde se utiliza o plantio direto, o que acaba por
favorecer o aumento de indculo na area. Vérios trabalhos foram feitos para avaliar a
resisténcia genética e, entre todas as metodologias testadas, o uso de gendtipos
resistentes € considerado a maneira mais eficaz de controle, mas ainda faltam hibridos

com niveis adequados de resisténcia no mercado. Para o uso de estratégias de manejo integrado
na produgdo de milho faz-se necessario o estudo aprofundado da variabilidade de Colletotrichum
graminicola quanto a possivel ocorréncia de patdtipos, sendo de vital importancia a busca do controle
genético desta enfermidade, considerado atualmente como o mais eficiente método de controle para a
doenca e a medida de menor custo para o produtor. Existem hibridos com resisténcia a fase foliar da
doenga, mas essa resisténcia ndo tem correlagdo com a fase de colmo. Sendo assim, a escolha do material
a ser plantado com a especificacdo de resisténcia a antracnose foliar ou a do colmo, em conjunto com
historico e condi¢des climaticas da area, é de extrema importancia.

Palavras-chave: Colletotrichum graminicola, podridao de colmo, lesdes foliares.

The corn antracnose: a review
Abstract — The corn anthracnose caused by Colletotrichum graminicola is a major
disease of this culture in Brazil and worldwide. The disease occurs in all Brazilian
regions and its incidence has increased over the plantings, especially in places where
no-till were used, increasing inoculums in the area. Several studies have been done
regarding the resistance and, among all the methodologies evaluated, the use of resistant
genotypes is considered the most effective way to control, but there are not still hybrids
with adequate levels of resistance available in the market. For the use of integrated

management strategies in corn production is necessary a in-depth study of the
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variability of Colletotrichum graminicola as the possible occurrence of pathotypes
being of vital importance in the search for genetic control of this disease, currently
regarded as the most efficient method of control to the extent of disease and lower cost
to the producer. There are hybrids with resistance to foliar phase of the disease, but this
resistance does not correlate with the stage of stalk disease. Thus, choose the material to
be planted with the specification if it is resistant to leaf or stem anthracnose, together

with historical and climatic conditions of the area, is extremely important.

Key words: Colletotrichum graminicola, stalk rot, leaves spots.

Introducio

Fungos do género Colletotrichum sdo reconhecidamente um dos mais
importantes grupos de agentes causais de doengas em plantas no mundo todo. Dentre as
plantas atacadas por esse patégeno podemos destacar o milho, que ¢ uma cultura de
grande importancia no cendrio agricola nacional e mundial. Esse fungo pode atacar
folhas e colmo, sendo a doenca conhecida como antracnose. C. graminicola é
reconhecido como um dos patdégenos que causam sérios problemas para a cultura do
milho em areas que adotam o cultivo de segunda safra ou o sistema de plantio direto
(FANCELLI & DOURADO NETO, 2000). A doenga ocorre em todas as principais
regides produtoras de milho do Brasil, seja em plantios tardios ou em plantios efetuados
em periodos normais (CRUZ et al., 1996; FERNANDES & BALMER, 1990;). Segundo
Bergstrom & Nicholson (1999), as lesdes foliares podem servir como fonte de indculo
para infec¢cdes no colmo que podem causar tombamento da planta e que, como
consequéncia, reduz a produtividade da cultura entre 18% e 40% (CALLAWAY et al.,
1992; CARSON & HOOKER, 1981; COTA et al., 2009; SMITH, 1976). Para diminuir
as perdas durante a condugio da cultura do milho, métodos de controle de enfermidades
sdo empregados e, para que a eficiéncia dos métodos seja obtida ¢ fundamental o
diagnostico correto do agente causal.

Taxonomia

A espécie Colletotrichum graminicola (Ces.) G.W. Wils (teleomorfo Glomerella
graminicola D.]. Politis) foi primeiramente introduzida por Wilson (1914) juntamente
com alguns fungos de morfologia semelhante como Colletotrichum, Dicladium, e
Steirochaete, incluindo C. cereale. Posteriormente, eles foram descritos como espécies
distintas de Colletotrichum por Crouch et al. (2009 a,b). A espécie C. graminicola foi
objeto de controvérsia a principio com os trabalhos de Von Arx, que agrupou espécies

7



com conidios de morfologia semelhante, capazes de eliciar doencas nas gramineas
dentro do teleomorfo Glomerella tucumanensis (VON ARX & MULLER, 1954),
incluindo os taxons anteriormente descritos como C. sublineola, C. falcatum e C.
caudatum. Colletotrichum graminicola sensu lato Arx foi considerado por
pesquisadores como um grupo de espécies sendo, posteriormente, dividido em 12
espécies (HYDE et al., 2009). No trabalho de Minussi ¢ Kimati (1979), em teste de
inoculacdo cruzada com isolados de C. graminicola provenientes de milho, sorgo, cana-
de-agucar e trigo, a especificidade dos isolados a seus hospedeiros foi constatada ¢ os
autores trabalharam entdo com o conceito de formae specialis.

A determinagfo limitacdo de espécies e a precisa caracterizagdo da variabilidade
em isolados do género Colletotrichum é, muitas vezes, dificil (CANNON et al., 2000;
MENEZES, 2006). Esse fato decorre devido a enorme plasticidade fenotipica exibida
por esse género, levando, frequentemente a resultados conflitantes e de dificil
interpretacdo. O que dificulta a adog@o de estratégias de controle por meio da resisténcia
genética. Em 2006, o USDA (United States Department of Agriculture) em parceria
com a NSF (National Science Foundation) lancaram um projeto para o sequenciamento
do genoma do isolado M1.001 de C. graminicola (também conhecido como M2), sendo
este o primeiro membro do género Colletotrichum a ter o genoma totalmente
sequenciado.

Alguns problemas de ordem taxondmica tém sido resolvidos pelo uso de
ferramentas moleculares, pois para este grupo de fungo, os critérios taxonomicos
geralmente se sobrepdem, tendo ainda algumas espécies uma ampla gama de
hospedeiros e, dentre esses hospedeiros, alguns sdo infectaveis por mais de uma espécie
de Colletotrichum. Sherriff et al. (1995) separaram pela sequéncia de rDNA, espécies
do género Colletotrichum causadoras de antracnose em milho e sorgo. Para o sorgo foi
caracterizado a espécie como C. sublineolum e para o milho permaneceu como C.
graminicola.

Estudos realizados com espécies de Colletotrichumn possuidoras de conidios
falciformes, utilizando quatro genes: ITS, DNA liase (Apn2), mating tipe (Matl/Apn2)
e manganés superoxido desmutase (Sod2), resultaram na separa¢do das espécies
levando em conta caracteres taxondmicos como dimensdes e tamanho do apressorio
(CROUCH et al., 2009b). Segundo Crouch et al. (2009c), a tentativa de separacdo
baseada somente na regido ITS nfo proporcionou a mesma diferenciagdo. Outro fator

importante ¢ a presenca de sequéncias erroneamente depositadas no Genbank, sendo
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considerado que, para fungos, mais de 20% das sequéncias depositadas podem estar
comprometidas (BIDARTONDO et al., 2008). Esse problema pode ser remediado nos
trabalhos de filogenia com o uso de isolados tipo, provenientes de cole¢des de culturas

internacionais.

Histoérico, distribuiciio e importancia

Antes da década de 70 a antracnose do milho n3o era considerada um
problema na cultura do milho. Contudo, a partir de 1970, comeg¢aram a ocorrer surtos
epidémicos nas regides produtoras do centro-norte nos Estados Unidos (HOOKER &
WHITE, 1976; PERKINS & HOOKER, 1979). Uma epidemia severa de antracnose no
estado de Indiana, no periodo de dois anos desde a primeira ocorréncia, levou o estado a
ndo produzir mais milho doce (WARREN et al., 1973). A ocorréncia de C. graminicola
nos campos de milho dos EUA vem ocorrendo de maneira constante, conforme
demonstrado no trabalho de Anderson ¢ White (1987) que, nos anos de 1982 e¢ 1983,
isolaram o fungo C. graminicola de 34 a 46% dos colmos que apresentavam podridao.
Entre os anos de 1980 ¢ 1990, o aumento das epidemias foi associado em parte com o
aumento da populagdo da broca européia do milho Ostrinia nubilalis (Hiibner) que
causa perfuragdes no colmo favorecendo o acesso do fungo C. graminicola aos tecidos
internos da planta (MUIMBA-KANKOLONGO & BERGSTROM, 1990 e 1992;
KELLER et al., 1986).

No Brasil a doenga foi relatada pela primeira vez por Silveira et al. (1965),
ocorrendo em campos de milho proximos a cidade de Campinas. Posteriormente ao
plantio de segunda safra (safrinha), a doenga que era tida como secundaria, passou a
ganhar importincia, principalmente em regides que utilizam plantio direto e cultivos
sucessivos de milho, limitando a produtividade nessas areas. O monitoramento das
podridées do colmo em milho no Brasil tem sido feito ao longo dos anos sendo
encontrando C. graminicola em mais de 62% das plantas doentes nos trabalhos de Costa
et al. (2008) e 22,6% na regido sul do Brasil por Denti & Reis (2003).

Hoje, no Brasil, estima-se que a area plantada de milho em 2011/2012
(primeira e segunda safras) chegue a 15,45 milhdes de hectares, com produtividade
média prevista de 4.265 kg/ha, resultando em uma produgéo esperada de 55,02 milhdes
de toneladas (CONAB, 2012). Levando em consideracdo a importancia do cultivo
brasileiro de milho, as podriddes de colmo t€ém sido consideradas como uma das

principais doenc¢as na cultura do milho, exercendo um impacto negativo na producao,
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ocorrendo praticamente em todas as regides produtoras (COSTA et al., 2008; COSTA et
al., 2010). No trabalho de Cota et al. (2009), com o plantio de cinco hibridos em uma
area com historico de antracnose, foram comparadas plantas infectadas e ndo infectadas,
constatando perdas de até 34,5 % no peso dos grios de plantas com antracnose no
colmo, quando comparadas com plantas sadias. Segundo Bergstrom & Nicholson
(1999) as lesdes foliares podem servir como fonte de indculo para infecgdes no colmo,
que podem causar tombamento da planta, chegando a redugdes na produtividade na
ordem de 18% a 40% (SMITH, 1976; CARSON & HOOKER, 1981; CALLAWAY et
al., 1992).
Sintomatologia

As lesdes foliares e a podriddo do colmo sdo os sintomas mais comuns vistos
no campo, mas o fungo infecta sementes e raizes também. As folhas podem ser
infectadas em qualquer estagio de desenvolvimento e os sintomas variam bastante
dependendo do gendtipo, da idade da folha e das condigdes ambientais (WHITE &
YANNEY, 1978). Em plantas suscetiveis, as lesdes sdo castanho claro, de ovais a
alongadas, podendo algumas lesdes apresentar bordas vermelho alaranjadas, que podem
expandir e coalescer, tomando toda a folha (Figura 1A). Em gendtipos resistentes, as
lesdes sdo geralmente menores, variando de clorodticas a necroticas (Figura 1B). Em
condicdes de seca, as lesdes ficam restritas a pontuagdes necroticas, podendo expandir,
caso as condigdes ambientais sejam favoraveis ao desenvolvimento do fungo (WHITE
& YANNEY, 1978). Normalmente, os sintomas comecam pelas folhas baixeiras, se
movendo progressivamente em dire¢do ao apice da planta. Quando as lesdes comegam
na nervura, ocorre a seca da folha a partir do ponto onde estad a lesdo em dire¢do ao
apice, formando uma lesdo em “v”, sendo comum a presenca de lesdes elipticas com
acérvulos (Figura 1C).

Infec¢des no colmo podem ser visiveis em varios estagios de crescimento.
Cultivares altamente suscetiveis, infectados no inicio do seu desenvolvimento, podem
morrer antes de completar o ciclo. As plantas infectadas nas fases iniciais do seu
desenvolvimento podem néo apresentar uma sintomatologia de facil detec¢do, mas, apds
o florescimento, podem ser observadas lesdes encharcadas elipticas de colorag¢do escura
de marrom avermelhadas a negras. Essas lesdes podem coalescer formando extensas
areas necrosadas (Figura 1D), o tecido do colmo infectado fica escuro e degenerado, os
entrenos ficam flacidos, sendo facilmente detectado com uma leve pressdo entre os

dedos (Figura 1E). Esse enfraquecimento dos entrends pode resultar na morte prematura
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da parte superior da planta ou no tombamento, o que dificulta a colheita mecanica e,
consequentemente, reducdo de produtividade da lavoura (BERGSTROM &.
NICHOLSON, 1999; CASELA et al., 2006; COSTA et al., 2008).

Figura 1 Sintomatologia da antracnose: a) folhas com lesdes tipicas, b) “lesdes” de

resisténcia, ¢) infec¢do da nervura com necrose em “v”, d) colmos infectados (I)

com acérvulos emergindo do tecido do hospedeiro a esquerda e colmos sadios (S)

a direita, e) avaliacdo da ocorréncia de apodrecimento do entrend através da
pressdo feita entre o polegar e o indicador.

Ciclo da doenca

O ciclo da doenga ¢, segundo Bergstron & Nicholson (1999), dividido em

cinco etapas (Figura 2): indculo primério, fase de queima das plantulas, fase de queima

foliar, colonizacdo sistémica (fase do colmo) e fase saprofitica. O indculo primario

constitui estruturas do patdgeno presente nos restos culturais da lavoura, de maneira que
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cultivos continuos de milho resultam no aumento da doeng¢a no campo ao longo do
tempo. As infec¢des iniciais das folhas das plantulas ocorrem com a deposi¢cdo dos
conidios produzidos nos restos culturais infectados, onde os conidios sdo arremessados
pelo impacto das gotas de 4gua (BERGSTRON & NICHOLSON, 1999). O fungo pode
colonizar sistematicamente a planta através das raizes, sendo esse mecanismo elucidado
por Sukno et al. (2008), através de estudos ultraestruturais, onde foi comprovada a
infecgdo das raizes seguido por coloniza¢do sistémica da plantula de milho. Ao
colonizar raizes, algumas estruturas comuns a patogenos radiculares sdo formadas,
como por exemplo, hifopodio, hifa de corrida (runner hyphae) e microesclerodios
comuns a patégenos como Gaeumannomyces graminis, mas que antes deste trabalho
ndo haviam sido relatados em C. graminicola. J4 que essas estruturas nao sdo
encontradas na colonizagéo foliar, foi descoberto, desta maneira, outra importante porta

de entrada do fungo para o estabelecimento da infec¢ao.

Chuvas e Plantulas de milho
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Figura 2: Ciclo de Colletotrichum graminicola em milho

Sobrevivéncia

A permanéncia do indculo no campo estd associada aos restos culturais. O
fungo sobrevive como saprofita, desde que os tecidos da planta tenham sido
previamente colonizados, por até nove meses no campo, quando enterrados. Existem
relatos de sobrevivéncia do fungo nos tecidos da planta que pode chegar a 18 meses
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(VIZVARY & WARREN, 1982). Caso os restos culturais sejam enterrados, a
capacidade de sobrevivéncia reduz devido a baixa capacidade de competicdo do fungo
com a microbiota do solo. Conidios e micélio de C. graminicola sobrevivem menos de
20 dias a temperaturas no solo maiores ou iguais a 16°C (VIZVARY & WARREN,
1982; LIPPS, 1985).

Variabilidade entre espécies diferentes

Desde a década de 70, a variabilidade de C. graminicola tem sido estudada e,
alguns trabalhos caracterizaram isolados e separaram os patotipos que atacavam cana-
de-agucar, sorgo e milho em trés diferentes espécies (MINUSSI et al., 1979; JAMIL &
NICHOLSON, 1989). Minussi et al. (1979) realizaram comparagdes patogénicas e
morfologicas entre isolados de C. graminicola de cana-de-actcar, milho, sorgo e trigo.
Nesse trabalho foi demonstrado que o patdgeno somente causava sintomas nos
hospedeiros dos quais foram isolados. Os autores também observaram divergéncias
entre isolados quanto ao crescimento em func¢do do meio de cultura utilizado, variando
na velocidade de crescimento, coloragcdo da colonia, formato e tamanho de hifas. Além
disso, os autores destacaram a diferenga significativa entre o comprimento e a largura
dos conidios e entre o formato e o tamanho dos apressorios.

Um estudo envolvendo a patogenicidade, especificidade e distribui¢do de C.
graminicola foi realizado por Wheler et al. (1974), onde os autores testaram vinte e seis
isolados oriundos de plantas de milho e dos géneros Avena, Medicago, Hordeum,
Bromus, Triticum, Calamagrostis, Festuca, Sorghum e Danthonia. Nesse estudo foi
observado que apenas isolados do préprio milho foram patogénicos a ele. Nem mesmo
isolados de C. falcatum, que sdo muito proximos a C. graminicola, foram patogé€nicos
ao milho. Porém, dois isolados obtidos do milho infectaram plantas de sorgo. Houve
diferenga entre a suscetibilidade das cultivares de sorgo utilizadas, sendo que alguns
isolados foram mais agressivos que outros, causando em algumas cultivares lesdes
diminutas, sem esporulacdo, enquanto que em outras cultivares a severidade da doenca
foi maior utilizando-se o mesmo isolado. Os autores sugeriram a possibilidade de
existéncia de ragas do patéogeno em milho, ja que os isolados obtidos nesse trabalho
diferiram dos isolados descritos por Williams (1963) e por Dale (1963), com relagdo a
capacidade de infectar plantas de milho sem ferimentos e plantas de sorgo. Entretanto,
Nicholson & Warren (1981), Jenns et al. (1982) e White et al. (1987), realizaram
estudos de viruléncia e agressividade de C. graminicola em milho e concluiram que

existem diferencas na agressividade do patdgeno porém, ndo ha essa diferenca em
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relagdo a viruléncia, o que caracterizava a inexisténcia de ragas. Esses ultimos autores
também estudaram a variacdo na patogenicidade, viruléncia e agressividade de quatorze
isolados de Colletotrichum, sendo 12 de milho e dois de sorgo, em trés linhagens de
milho, com graus variaveis de resisténcia, e dois cultivares de sorgo. Com base nos
resultados obtidos, os isolados puderam ser separados em grupos com base na
patogenicidade, viruléncia e agressividade, porém sem ser suficiente para diferenciagio
em rac¢as ja que, de acordo com o trabalho, o critério foi baseado na diferenca entre
descoloragdo do colmo em relagdo a testemunha inoculada com agua. Os autores
também concluiram que a viruléncia de isolados mantidos em meio de cultura pode
diminuir. Trés dos isolados utilizados neste trabalho, que causaram descoloragdo do
entren6 em todas as linhagens no ano de 1979, ndo obtiveram a mesma resposta dos
sintomas no ano seguinte.

Um dos primeiros trabalhos feitos com diversidade de C. graminicola foi
realizado por Forgey et al., (1978) utilizando dez isolados e dez progénies de milho.
Nesse trabalho, os autores propuseram a ocorréncia de 8 ragas fisiologicas do patogeno,
baseados nos resultados obtidos do teste de inoculagdo cruzada, onde cada um dos
isolados foi inoculado nas dez progénies de milho. Posteriormente Nicholson & Warren
(1981), utilizando sete dos dez isolados empregados no trabalho de Forgey contestaram
a presenca de ragas, atribuindo a diferenga quanto a sintomatologia ao fato dos autores
ndo terem padronizado a concentracdo do indculo no experimento. Segundo Bergstrom
& Nicholsom (1999), existe uma grande variabilidade quanto a agressividade da
antracnose em folhas e colmo de milho, mas a determinagdo de ragas ainda ndo foi
comprovada.

A variabilidade de um organismo pode ser obtida também com o uso de
marcadores moleculares, diferenciando os individuos com base em seu material
genético. Ratanacherdchai et al. (2010) trabalharam com variabilidade de C.
gloeosporioides e C. capsici com trés gendtipos de pimenta utilizando marcadores
ISSR. O dendrograma obtido correlacionou os isolados quanto a sua origem geografica,
propondo assim o uso de marcadores ISSR no estudo da diversidade genética em
Colletotrichum spp, afirmando ainda que tais técnicas ajudam no estudo da dindmica
populacional do patdégeno, permitindo estratégias de controle com uma melhor
eficiéncia.

No trabalho desenvolvido por Sugui & Deising (2002), estudando as

interagdes na antracnose do milho, foram identificados 13 genes envolvidos: 6 da
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planta, 3 do fungo e 4 de origem desconhecida. No trabalho de Wargas et al.(2012)
foram encontrados mais de 200 genes no milho e 50 de C. graminicola. Wargas et
al.(2012) abordou o fato de C. graminicola ndo suprimir a expressdo dos genes de
defesa da planta nos primeiros estagios de infeccdo através do estudo de mRNA,
encontrando mudangas metabdlicas na planta e no fungo. Espécies reativas de oxigénio
foram formadas e ocorreu a ativacdo de rotas metabdlicas ativadas por ABA em
resposta a infecgdo, induzindo as respostas classicas de defesa da planta durante a fase
biotréfica, um numero significante de cDNA codificando proteinas foi detectado,
permitindo aos autores concluirem que a estabilidade das proteinas da planta ¢
comprometida durante o ataque, motivo pelo qual a planta comeca a produzir e reciclar
proteinas para garantir o funcionamento dos mecanismos de defesa. Entre os 10
materiais utilizados no trabalho, o hibrido 2B710 se destacou dos demais pela restrigo
da doenga (Figuras 1 e 2), podendo ter suas respostas de defesa ao ataque do patéogeno
reguladas de maneira mais eficiente, visto que no trabalho de Wargas et al.(2012) os
autores sugerem que a fase necrotrofica € a resposta do fungo as defesas da planta para
minimizar o efeito dos compostos de defesa sobre o micélio fungico. As plantas de
milho produziram nas células vesiculas oxidativas contra a infec¢@o, mas o efeito dessas
estruturas deve ser melhor elucidado em trabalhos futuros. A diferenciacdo da hifa
primaria para a secundaria permite ao patégeno matar as células vegetais evitando o
contato direto com as devesas dos tecidos vivos, sendo explicada pela alta

suscetibilidade da hifa primaria as defesas da planta, de C. graminicola.

Avaliaciio da resisténcia e inoculacio

Para tais fins, ¢ fundamental o desenvolvimento e a padronizagdo de
metodologias que permitam a selecdo segura dessas fontes de resisténcia e a
determinagfo precisa da reacdo, resisténcia ou suscetibilidade, dos genotipos avaliados.
Um fato que exemplifica bem a necessidade de padronizagdo de métodos de inoculagdo
foi o trabalho realizado por Forgey (1978). O autor apontou a ocorréncia de oito ragas
de C. graminicola, utilizando 10 isolados e 10 progénies de milho. Entretanto, Nicolson
& Warren (1981) repetiram suas avaliagdes utilizando sete isolados ¢ as mesmas
linhagens utilizadas por Forgey, e concluiram que as difereng¢as nos sintomas, causados
pelos diferentes isolados, ndo eram suficientes para permitir a sua diferenciacdo em
ragas, atribuindo os resultados obtidos por Forgey a ndo padronizacdo da metodologia

de preparo do inoculo e inoculacio.
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Considerando que sdo inumeras as técnicas utilizadas para esse tipo de
caracterizacdo, € necessario um trabalho que possa abranger os detalhes e peculiaridades
desse patossistema. Seguindo esta demanda, os objetivos deste trabalho foram
determinar o método mais eficiente e pratico para a inoculagdo de C. graminicola em
colmos de plantas de milho, determinar o momento adequado para avaliagdo da
severidade dos sintomas apos a inoculagdo artificial, determinar qual o melhor estagio
fenoldgico, entrend da cultura para a inoculagdo e posteriormente testar a eficiéncia das

metodologias escolhidas em um ensaio de campo.

Resisténcia a antracnose foliar

Badu-Apraku et al. (1987b) identificou dois genes co-dominantes para a
resisténcia a antracnose foliar em plantulas e plantas adultas, baseado em linhagens
tropicais de milho resistentes e susceptiveis, F1, F2 e retro cruzamentos. Em outro
trabalho, Badu-Apraku et al. (1987a) identificaram a ocorréncia de um gene de efeito
maior controlando a antracnose foliar. Coelho et al. (2001) identificaram resisténcia
monogénica em gendtipos de milho relativo a antracnose foliar, com auséncia de
sintomas ao inocular C. graminicola sugerindo, para trabalhos futuros de
melhoramento, o uso de marcadores moleculares para a introgressdo de genes de
resisténcia. No trabalho de Rezende et al. (2004), chegou-se a conclusdo de que o
modelo sobre a heranc¢a da resisténcia a antracnose foliar ¢ um modelo misto de heranga
com genes de maior e menor efeito. Lim & White (1978) trabalharam com inoculagdes
em colmo e folha, encontrando efeitos significantes de resisténcia e susceptibilidade nas
reacdes foliares e de colmo, indicando que a dominancia parcial para resisténcia ou
susceptibilidade se encontra no mesmo locus. Entretanto, nesse trabalho, os autores
obtiveram uma baixa correlagéo entre as reagdes foliares e de colmo, indicando que elas

sdo influenciadas por mecanismos genéticos diferentes.

Resisténcia a antracnose do colmo

No trabalho desenvolvido por Carson et al. (1981), com os s resultados do
cruzamento de 4 materiais resistentes com 2 suscetiveis, foram encontrados indicios de
que os efeitos aditivos na resisténcia a antracnose do colmo foram responsaveis por
mais de 90% da variagdo total entre as médias, com efeitos dominantes importantes em
algumas populagdes, concluindo que a dominédncia parcial para resisténcia ou

suscetibilidade estd no mesmo locus, corroborando com os resultados obtidos por Lim
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& White (1978). Em outro trabalho, Carson et al. (1982) trabalhando com um material
com alto nivel de resisténcia, discorreram sobre a facilidade na transferéncia e fixacdo
da resisténcia mediada por poucos genes maiores por retrocruzamento. Badu-Apraku et
al. (1987), através de cruzamentos de uma material altamente resistente com um
material suscetivel, concluiram que a resisténcia a antracnose na fase de colmo era
governada por um gene de efeito maior.

White et a.l (1987) utilizaram 14 isolados de Colletotrichum, sendo 12 de
milho e dois de sorgo, para avaliagdo do numero de entrends com descoloragdo e o
numero de entrendés com severidade acima de 70%, considerando como um isolado
patogénico aquele que diferisse da testemunha (injecdo de agua). Os isolados foram
agrupados, mas os autores consideraram que os grupos formados n2o poderiam ser
considerados como racas diferentes, ja que o estudo se baseou em dados quantitativos
como severidade e tempo para a morte das plantas e, a diferenga das linhagens quanto a
resisténcia se baseou mais em resisténcia quantitativa do que qualitativa, ndo permitindo
o uso dos materiais como série diferenciadora. A variacdo de viruléncia e agressividade
dos isolados empregados no estudo na antracnose do colmo ja foi reportada em outros
trabalhos para a antracnose foliar ( FORGEY, 1978; NICHOLSON & WARREN, 1976;
WHEELER et al., 1974). White et al. (1987) consideraram que o aumento da severidade
da antracnose ao longo de 25 anos (1962-1987) nos EUA pode ter como uma das

explicagdes a ocorréncia de isolados mais agressivos.

Consideracoes finais

Para o uso de estratégias de manejo integrado na produgdo de milho, faz-se
necessario o estudo aprofundado da variabilidade de Colletotrichum graminicola quanto
a possivel ocorréncia de patdtipos, sendo de vital importancia na busca do controle
genético desta enfermidade, considerado atualmente como o mais eficiente método de
controle para a doenga ¢ a medida de menor custo para o produtor. Existem hibridos
com resisténcia a fase foliar da doenca, mas essa resisténcia ndo tem correlagdo com a
fase de colmo. Sendo, dessa maneira, importante a escolha do material a ser plantado
com a especificagdo se é resistente a antracnose foliar ou a do colmo em conjunto com
histérico e condicdes climaticas da area.
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Abstract:

Maize stalk rot caused by Colletotrichum graminicola is an important disease in Brazil,
with a great impact on maize yield. However, there is no informative comparison
among inoculation methods to evaluate its disease on maize resistance. The aim of this
study was to determine the best method to inoculate and evaluate infections in several
maize genotypes, where comparisons were made based on their practicability, using a
diagrammatic scale from 0 (no necrotic spots) to 5 (100 % severity). The best method
observed was infecting third elongated internodes from bottom up at tasseling stage,
evaluated 30 days after inoculation, using toothpicks immersed in conidial suspension
(TICS). This methodology was tested in greenhouse and under field conditions aiming
to ensure efficiency and reproducibility to be employed in works for studies of genetic
resistance in corn and variability of the pathogen.

Key words: Zea mays, internodes position, phenological stage, stalk rot.

1. Introduction
Today, Brazil estimated that the maize planted area in 2011/2012 (first and
second seasons) reaches 15.45 million hectares, with the productivity average of 4265

kg / ha, resulting in an expected production of 55.02 million tons (CONAB, 2012).
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Given the importance of Brazilian corn, the stalk rot have been considered as a major
disease in corn exerting a negative impact on production, virtually occurring in all
regions (COSTA et al., 2008; COSTA et al., 2010). At Cota et al. (2012), the damage
caused in productivity with 7 different hybrids in two crops (first and second) showed
significant reduction in grain weight, comparing healthy and diseased plants,
considering that corn yield is affected by the occurrence of anthracnose. Maize
anthracnose caused by Colletotrichum graminicola (Ces.) G.W. Wils (teleomorph
Glomerella graminicola D.J. Politis) is an important disease throughout the world
(Bergstrom & Nicholson, 1999). This disease affects all parts of the plant, however, it is
commoner as leaf spots and stalk rot in the field. The pathogen is able to survive in crop
debris or seeds, in the form of mycelium and conidia. The life’s cycle of C. graminicola
can be divided into five phases such as: a) From previous crop it produces and disperses
primary inoculums on crop residues; b) Seedling leaf lesions; ¢) Leaf spots with
production of secondary inoculums; d) Systemic colonization resulting in stalk rot, and
e) Survival in plant debris (Bergstrom & Nicholson, 1999). The pathogen is able to
colonise stem tissues before the reproductive phase in vigorous plants. In this case,
direct damage is caused by stem’s colonization in the vascular tissues reducing the
absorption of water and nutrients. As a consequence the grains’ maturation is reduced
resulting in size and weight losses accounting for a worse scenario - premature plant’s
death (Bergstrom & Nicholson, 1999).

Before the 1970’s, maize’s anthracnose was not considered an important
disease; however, it became important after an outbreak in the north-central regions of
the United States in 1970 (Hooker & White, 1976; Perkins & Hooker, 1979). A severe
anthracnose epidemic in Indiana devastated the production of sweet corn (Warren et a!.,

1973). Successive plantation adopting a no-tillage system, without crop rotation and use
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of susceptible genotypes, contributed to spread the disease in the field. Due to pathogen
high ability to survive on soil and crops debris, there was a fast inoculums’
accumulation on maize fields.

The presence of anthracnose in stalks can reduce ear weight and grain yield by
as much as 40%, depending on the interactions among genotype, environmental
conditions and pests, such as Diatraea saccharalis Fabr., that is frequently found in
corn crops (Cota et al., 2012; Dodd, 1980; Gallo et al. 2002;Keller et al., 1986; Perkins
& Hooker, 1979; Smith, 1976). Costa et al. (2010) found C. graminicola broadly
occurring across the entire stalk causing early dryness following the evaluation of 18
commercial hybrids during three years under natural infection conditions, that the stem
rot was related to the susceptible genotype and environmental conditions of each
season. No resistant maize hybrid could be found, concluding, the stalk rot incidence is
related to the genotype and environmental conditions at each harvest. In susceptible
genotypes, C. graminicola occurred widely throughout extension stem causing
premature death of the plant. Despite the variation observed among genotypes in
different planting dates on the incidence of anthracnose stalk, no hybrid could be
considered resistant to the pathogen. On the whole, identifying new sources of resistant
genotypes for anthracnose stalk rot associated with variability of C. graminicola
pathogen is fundamental to obtain high productivity in maize fields with low
phytosanitary costs.

The aim of this work was to determine which inoculation method was the most
efficient and feasible to evaluate the reaction at maize stalks with C. graminicola.
Likewise we determined under field conditions: a) disease severity most appropriate
time assessment after inoculation, b) the best inoculation’s phenological stage and c)

internodes position.
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2. Material and Methods

The experiments were led at the National Research Centre for Maize and
Sorghum — CNPMS - EMBRAPA, Sete Lagoas municipality, in the state of Minas
Gerais (Brazil), from March 2009 to November 2010. A total of 12 maize genotypes:
2B587, 2B710 (Dow Agroscience), 30F35, 30P70, 30F80 (Pioneer), TRACKTOR,
ATTACK (Syngenta), BRS1001 , BRS1010, BRS1030, BRS1035 (EMBRAPA), and
DKB390 (Monsanto) were used in this work, conducted in greenhouses. All of them,
except BRS1001 and 30F35, were tested under field conditions. In field trials, a
coverage 8-28-16 NPK formulation of 300 Kg/ha were used for plant’s fertilization
with 100 kg of N (urea) after 25 and 45 days after planting. The experiments were set up
with tillage 0.9 m spacing between rows and five plants per meter, average for each 3m
line. The negative control was the last 3 plants at the end of each line. The greenhouse’s
test was performed in 20-L-clay pots with four seeds each. Fifteen days after planting
only one seedling was kept. Ten monosporic isolates of C. graminicola, (6.08M,
14.04M, 16.04M, 37.09M, 114.09M, 130.09M, 132.09M, 150.09M, 152.09M, and
155.04M ), belonging to EMBRAPA’s Maize and Sorghum Culture Collection. They
were used in the experiments in which each isolate was grown on 5 Petri dishes
containing OMA (60 g of oatmeal, 15 g agar and 1000 mL of deionised water), kept in a
growth chamber at 28 + 2 °C under continuous fluorescent light. After five days, all
isolates mycelia were scarified inducing sporulation.

All conidial suspensions were prepared in Petri dishes with Tween 0,02% in
sterile deionised water and the isolate scrapped from the culture calibrated in Newbauer
chamber to the final concentration of 1.0 x 10° conidiam.L™ (Muimba-Kankolongo &

Bergstrom, 1992). For TCMP (toothpick colonised by pathogen mycelium) method,
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sterilized toothpicks were placed in sterilized plates containing OMA, inoculated same
as TICS (toothpicks immersed in conidial suspension) methodology. The sterilization of
toothpicks consisted in boiling them twice (Crall, 1952), dried in an oven at 60 °C and
autoclaved at 121 °C for 15 min.

All stalks were harvested between the first internodes and the ear insertion with
all leaves and sheaths removed. The evaluations consisted in cutting longitudinally
harvest stalks, the extent injuries (necrosis) of inoculated internode were assessed using
a diagrammatic scale (Figure 1), adapted from Christensen & Wilcoxon (1966) ,where
intermediary grades were set to improve assessment’s accuracy in severity evaluation
(colonized area) of the inoculated internodes and number of adjacent internodes with
injuries were counted. Statistics analyzes were performed with the SISVAR®-Version

5.3 software (Build 75; Ferreira, 2008).

2.1. Method’s Evaluation

The genotypes BRS1010, DKB390, 2B710 and 30F35 were submitted to three
different inoculation methods: 1) TICS (toothpicks immersed in a conidial suspension)
adapted from the Wernham "pipe cleaner" method (Christensen & Wilcoxon, 1966); 2)
TCMP adapted from Young (1943); 3) ICS (injection of conidial suspension into stems)
adapted from White & Humy (1976). The negative control of methods 1 and 2 were
sterile toothpicks inserted in the third internode, for method 3 it was used sterilized
water injection. The combination of 6 repetitions with each treatment resulted in a total
of 30 plants, where all inoculations were done at the tasseling stage (VT), with three
leaves and its sheath removed from the base of each plant, exposing the internodes, and
disinfecting with 70% alcohol. For treatments TICS and TCMP, a hole was made using

a sterilized awl and the toothpick was inserted approximately 1/3 of its length (2.7 cm)
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which can carry in TICS method a volume of 0.03 mL of suspension (30,000 conidia).
For ICS method, maize stems were injected with approximately 0.5 mL of conidial

suspension using a 2 mL syringe and the holes were sealed with silicone glue.

2.1.1 Method TICS’ Evaluation

To evaluate the best interval of evaluation it was used six periods of days after
inoculation (DAI), influence of phenology and internodes position by inoculation on
disease severity, and a field evaluation, TICS was selected. Three hybrids (BRS1001,
2B710 and Attack) were submitted to inoculation with isolate 16.04 M,which has been
used by EMBRAPA in recent years as standard tests of corn genotypes for anthracnose
assessment (unpublished data), and a negative control, as previously described at VT in
a greenhouse and evaluated in 5, 10, 15, 20, 25 and 30 DAL The 10 maize genotypes
used in field conditions described above were evaluated in: A) phenological stages with
C. graminicola at the inoculation on A.1) seventh leaf (V7), A.2) tenth leaf (V10) and
A.3) at VT; B) Internodess inoculation were evaluated at the first, third and fifth
position..; C) On a final field experiment TICS was tested by its efficiency,
functionality and practicability () using 10 different isolates of C. graminicola at third
internodes in VT stage, evaluated at 30 DAI. (A) and (B) had a completed randomized
block design with treatments arranged in a double factorial Another part of the
validation test consisted by inoculating isolate 16.04M at 10 different dates: 13 April,
20 April, 27 April, 29 July, 4 May, 26 August, 3 September, 9 September, 16
September and 23 September in 2010 year. Inoculations were avoided when
environmental conditions, such as low temperatures, did not allow the full plant’s

development.
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3. Results

3.1 Greenhouse Trials

The three tested inoculation methods produced characteristic lesions in the
inoculated internodes, but it was TICS which showed the highest level of severity and
lowest average deviation followed by ISS and TCPM (Table 1).

The best and the most efficient period between inoculation and evaluation
among genotypes were 30 DAI with distinction among the levels of resistance or
susceptibility of genotypes, although with 10 DAI stem rot symptoms were observed in
linear regressions (Fig.2). A comparison between cultivars BRS1010 (moderately
resistant) and ATTACK (susceptible) showed at 30 DAI that the stems of both cultivars
became widely colonised by the pathogen while with cultivar 2B710 the same didn’t
happened, considering that its linear regression was parallel to the negative control

(Figure 2).

3.2 Field Trials

The stalk rot was influenced by the stage of plant where the highest averages
based on the 10 maize genotypes evaluated, were obtained with inoculations performed
in the VT stage (Table 2) and yet, a better distinction between the cultivars was obtained
with the tasseling stage (VT). In the first and second phenological stages (V7 and V10)
only cultivar 2B710 showed significant differences in severity compared with the other
cultivars. In VT, cultivar 2B710 had low severity, cultivar BRS1010 had intermediate
severity and the other eight cultivars had severity at high levels.

Regarding internodes positions, at the fifth internodes the highest average

severity was observed considering 10 hybrids, the third internodes had intermediate
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levels of severity, and the first internodes showed the lowest severity average (Table
03).

For field validation tests, TICS method (VT stage, third internodes, 30 DAI) was
effective with 10 different isolates (Figures 3) showing high levels of severity in all

materials as the isolate 16.04 M in different dates (Table 4), except the cultivar 2B710.

4. Discussion

TICS was revealed to be the best method due to its lower cost, easier, faster
execution, easy standardisation, resulting in a lower standard deviation (Table 1), even
when inoculations were performed by different applicants. TCMP method, although
efficient, it generated difficulties to inoculate due to toothpicks’ rigidity loss hindering
its insertion process caused by fungal colonization. This method has been successfully
used for other pathogen systems, such as the sudden death syndrome, caused by
Fusarium solani f. sp. glycines (Gésperi et al., 2003), and the soybean stem canker,
caused by Diaporthe phaseolorum (Keeling, 1982). The ICS method has been widely
used when one or a few isolates were assessed (Badu-Apraku et al., 1987; Carson et al.,
1981; Keller & Bergstrom, 1988; Muimba-Kankolongo & Bergstrom, 2011; Reid &
Zhu, 2005; Toman & White, 1993 and White et al., 1987). The ICS method had the
largest standard deviation difficulting to standardise the injected inoculums’ amount
varying with different applicators because the volume injected is direct related with
equipment user. Another issue was the necessity to use a larger number of isolates being
needed to clean the entire equipment for each change having the process cumbersome,
time-consuming and prone to contamination.

Results showed that the interval time to evaluate and assess disease with the

highest level of severity was 30 DAI (Figure 2), even though Muimba-Kankolongo &
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Bergstrom (1992) assessed severity at 21 DAI showing total reducing interval time to
evaluate and assess could underestimate the disease severity.

The severity at different phenological stages showed differences where with the
highest severity mean was on VT 81.43% of severity average (Table 2), these results
corroborate with those obtained by Keller & Bergstron (1988) who found a significant
increase in anthracnose stalk inoculated stages of VT and reproductive 1 (R1). In VT
stage, the hybrid TRACTOR reached 100% severity. In addition, the severity average at
V7 and V10 were statistically equal (Table 2). It is desirable that the stalk rot
experiments was made in less time, reducing the period of evaluation and made
inoculation in earlier stages of seedlings, this aim is not achieved inoculating in VT and
evaluating at 30 DAL

Inoculation in three different internodes positions (1%, 3™ and 5™) showed good
results (Table 3) although the fifth, despite achieving the greatest severity, was not
effective due to characteristics of the stem’s portion such as its thinness making it to
prone and breakage during leaf removal and inoculation. In some cases, the same one
coincided with the insertion point of the ear, becoming inappropriate to perform
inoculations. The third internodes was considered the best position for inoculation being
possible to assess the number of internodes colonised above or below where the severity
average was equal in eight of the 10 genotypes. The first one resulted in minor severity
and operational difficulties were found during inoculation and harvest for stalk
evaluations due to the proximity with soil level. In the first position above adventitious
roots the lesions were restricted to the internodes itself, while the two others caused
adjacent, up and down infections. The results obtained under field conditions were
consistent with those obtained in greenhouses. Thus, our methodology might be

considered successful for breeding programs aimed at phenotyping maize strains and for
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studies in which a large number of isolates needs to be inoculated. Currently, the most
commonly used methodology in field inoculations is the injection of spores in the first
or second internodes, just above adventitious roots (Keller & Bergstrom, 1988;
Muimba-Kankolongo & Bergstrom, 2011; Nyhus et al., 1989). In these cases,
inoculations are made with one or a few isolates.

Several inoculations made with isolate 16.04M were efficient and had a small
standard deviation (Figure 4), which ensures the repeatability of the chosen methods.
The combination of methods, i.e. TICS in the third internodes at VT and assessed at 30
DAI, was practical and easy to use for inoculations under field conditions; all isolates
infected the inoculated stems, and no contamination problems were found in controls,
enabling the use of this methodology in assessing genetic resistance of corn materials to
anthracnose, in study of the pathogen population and the effectiveness of control

strategies under field conditions.
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Tables

Table 1 Severity of anthracnose stalk rot on corn genotypes, inoculated with the isolate

16.04M of C. graminicola, using three methods of inoculation.
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Methods of inoculation

Genotvpes
TCMP! ICS? TICS?
2B710 40.25 (32.25)° 51.50 (26.50) 53.50(30.25)
30F35 77.00(20.25) 64.00 (22.75) 90.25 (18.00)
BRS 1010 80.25(17.00) 80.25(26.75) 82.75(17.50)
DKB 390 60.50 (22.50) 80.50 (17.25) 73.25(20.25)
Average (ASD) 64.50 (23.00)° 69.06 (23.31) 74.94(21,50)
Footnotes

1Toothpick colonized by mycelium of the pathogen (TCMP); 2toothpick immersed in a
conidial suspension (TICS); 3injection of conidial suspension (ICS); 4Standard

deviation; SAverage standard deviation.

Table 2. Influence of phenological stages development of corn plants on severity of

anthracnose stalk rot (%) on ten corn genotypes inoculated with toothpick immersed in

a conidial suspension of C. graminicola.
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Phenological Stage

Genotvpe

V7 V10 VT
2B587 39.0 61.3 87.5
2B710 135 203 388
30F8&0 46.0 37.5 96,3
30P70 37.5 40,0 80.0
ATTACK 433 46.5 88.8
BRS 1010 58.8 38.8 64.3
BRS 1030 60,0 49.5 86.3
BRS 1033 585 448 91.3
DEKB 390 63.0 488 813
TRACKTOR 445 50.8 100.0
Average S06A 458 A 814B

Footnotes
Means followed by same capital letters in lines do not differ significantly among

themselves by Tukey test at 1% probability (p-value <0,01).

Table 3 Influence of internodes positions severity of stalk rot (%) on ten corn
genotypes. The stalks were inoculated at VT with TICS method. The internodes

inoculate were: 1 (the first), 3 (third) and 5 (fifth) expanded.
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Position of inoculated internodes

Genotvpes
1 3 3

2B38&7 828 87.5 938
2B710 325 38.8 47.5
30F80 825 96.3 89.0
30P70 313 80.0 94.5
ATTACK 36.3 8g.8 100.0
BRS 1010 483 64.3 90.0
BRS 1030 43,8 63.8 923
BRS 1035 371 89.5 86.0
DKB 390 775 813 95.4
TRACKTOR 875 100.0 100,0
Average 619A T9.0AB 888B

Footnotes

Means followed by same capital letters in lines do not differ significantly among

themselves by Tukey test at 1% probability (p-value < 0,01).

Table 4 Severity mean (%) of stalk rot in ten corn cultivars, inoculated in ten different,

with the isolate 16.04M of C. graminicola, bars are average standard deviation.
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Inoculation Hybrid

dates 2B387 2B710 30F80 30P70  Artack BRS1010 BRS1030 BRS1035  DEKB390  Tracktor
13-Apr 90,0 275 72,5 70,0 67.5 60,0 35,0 70,0 875 37,5
20-Apr 97,5 32,5 87,5 75,0 90,0 60,0 Q0.0 85,0 90,0 75,0
27-Apr 875 275 75,0 32,5 70,0 375 70,0 67.5 85.0 67,5
20-Tuly 95,0 225 90,0 77.5 825 75,0 875 65,0 90,0 70,0
4-May 81,0 413 62.5 62.8 65,6 88.1 62,5 025 90,0 7.3
26-Aug 86,1 245 65,0 66,3 63.8 70,0 72,5 60,0 65.8 72,0
3-Sept 713 16,3 32,5 77.5 70,0 70,0 66,3 70,0 78.8 60,0
9-Sept 025 340 77.8 95,0 90,0 77.8 85,0 792 95,0 71,5
16-Sept 082 314 839 82.1 082 020 058 1000 839 803
23-Sept 88.8 35,6 75,0 838 038 78.8 68.8 85.0 825 847
Average 203 79.1 848 742 72,5 742 88.8 774 73.0 75,3
sD! 7.2 13,1 8,2 12.0 o9 11,7 81 13.0 11,9 13,4
Footnotes

1 Standard deviation

Figures captions
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Figure 1 Rating scale used to evaluate stalk rot severity on the corn internodes.
Rating 0 (0% necrotic tissue); rating 1 (12.5% diseased tissue); rating 2 (25% diseased
tissue);rating 3 (50% diseased tissue); rating 4 (75% necrotic tissue) and rating 5 (100%

necrotic tissue).
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Figure 2 Linear regression of stalk rot caused by Colletotrichum graminicola, in
three corn genotypes, and Negative Control (mean of control of three genotypes)

evaluated at 5, 10, 15, 20, 25 and 30 days after inoculation (DAI).
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Figure 3 Severity mean (%) of stalk rot in ten corn cultivars, inoculated with 10

different isolates (6.08M, 14.04M, 16.04M, 37.09M, 114.09M, 130.09M, 132.09M,
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150.09M, 152.09M, and 155.04M ) and Negative Control (NC), bars are average

standard deviation.
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RESUMO - Dentre as doengas que atacam a cultura do milho, a antracnose (Collefotrichum
graminicola) é considerada uma das mais importantes pelos agricultores brasileiros, principalmente em
areas onde se utiliza o sistema de plantio sobre a palha sem o uso de rotagdo de culturas. Neste trabalho
objetivou-se avaliar a reacdo de 10 hibridos de milho a 165 isolados monospoéricos de C. graminicola
obtidos de campos de produgéo de milho no Brasil. Trés padrdes de severidade de C. graminicola entre os
165 isolados foram observados e a identidade de parte dos isolados foi confirmada com o uso da regido
ITS. O hibrido 2B710 apresentou resisténcia a maior parte dos isolados, os outros hibridos se
comportaram de maneira semelhante entre si, sendo todos suscetiveis a grande maioria dos isolados. Este
é o primeiro trabalho com fortes evidéncias da ocorréncia de patdtipos de C. graminicola causando

podriddo de colmo de milho no Brasil.

Palavras-chave: Zea mays, podriddo de colmo, ITS.

PHENOTYPIC VARIABILITY Colletotrichum graminicola (CES.) G.W. WILS
PATOTYPES IN MAIZE STALK IN BRAZIL.

Abstract - Among the diseases that attack maize crops, anthracnose (Colletotrichum
graminicola) has been considered one of the most threatening to Brazilian farmers, especially in areas
where the no-tillage system without the adoption of crop rotation predominates. This study evaluated the
reaction of 10 maize genotypes to 165 single spore isolates of C. graminicola obtained from maize fields
in Brazil. Three severity patterns of C. graminicola among 165 isolates were observed and the identity of
the isolates was confirmed using the ITS region. The hybrid 2B710 showed resistance to most isolates,
other hybrids behaved similarly to each other, all being susceptible to great majority of isolates. This is
the first study with strong evidence of the occurrence of pathotypes of C. graminicola causing stalk rot of
corn in Brazil.

Key words: Zea mays, stalk rot, ITS.

A antracnose do milho causada pelo fungo Colletotrichum graminicola (Ces.)
G.W. Wils (teleomofo Glomerella graminicola D.J. Politis) é uma das principais
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doengas do milho em todo o mundo (Bergstron & Nicholson, 1999). A doenga afeta
todas as partes da planta, entretanto, ¢ comumente encontrada no campo nas formas de
mancha foliar e podriddo do colmo. O patdégeno pode sobreviver em restos de cultura ou
em sementes, na forma de micélio e conidios O patdgeno é capaz de colonizar os
tecidos do colmo antes da fase reprodutiva, causando danos diretos durante a
colonizag¢do dos tecidos vasculares do colmo, reduzindo a absor¢do de agua ¢ de
nutrientes. Como conseqiiéncia, ha um menor enchimento dos grios, que resulta em
menores tamanhos e peso de espigas, coloniza¢des dos tecidos apds a maturacio
fisiologica dos grios, que podem favorecer o tombamento de plantas, o que pode
dificultar a colheita mecénica e, expor as espigas a acdo de roedores e ao apodrecimento
(Casela et al., 2006, 2008; Costa et al., 2008). A antracnose do colmo pode reduzir o
peso de espigas e de grdos em até 34%, comparando-se plantas doentes e sadias do
mesmo cultivar (Cota et al., 2009).

Muitos fatores tém contribuido para o aumento da incidéncia de doengas na
cultura do milho e para a sobrevivéncia dos patégenos no campo. Entre os fatores que
contribuem para o aumento da ocorréncia da doenga estdo: ampla adogdo do sistema de
plantio direto sem a rotacdo de culturas, aumento das areas irrigadas e daquelas com
cultivo de milho em monocultura, condi¢cdes climaticas e a aplicagdo excessiva de
nitrogénio. Medidas culturais como a rotacdo de culturas, o uso de adubacdo
equilibrada, principalmente com relagdo a N e K, e espacamento e densidade de plantas
adequadas, sdo importantes como medidas complementares ao uso de cultivares
resistentes (Brasil & Carvalho, 1998; Pinto et al., 2006; Tomazela et al., 2006). Nao
existem fungicidas registrados no Ministério da Agricultura para o manejo de podriddes
de colmo na cultura do milho e, os resultados de pesquisa sdo contraditdrios quanto ao
efeito direto desses produtos em patogenos localizados internamente no colmo.

O objetivo neste trabalho foi promover o levantamento da ocorréncia de
patotipos de C. graminicola na fase de colmo da doenca e a confirmagéo da espécie de

parte dos isolados através do uso de ferramentas moleculares.

Material e Métodos
Os ensaios de campo foram conduzidos no campo experimental da Embrapa
Milho e Sorgo, em Sete Lagoas (MG), de margo a dezembro de 2010. Foi utilizada uma
série diferenciadora composta por 10 hibridos, sendo escolhidos, uma parte pela

representatividade da area plantada no Brasil e outra parte por comporem o acervo da
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Embrapa: 2B587 (Dow Agroscience), 2B710 (Dow Agroscience), 30P70 (Pioneer),
30F80 (Pioneer), ATTACK (Syngenta), BRS 1010 (Embrapa), BRS 1030 (Embrapa),
BRS 1035 (Embrapa), DKB 390 (Dekalb) e TRACKTOR (Syngenta). Para a adubag@o
foi utilizado 300 kg/ha da formulagdo 8-28-16 (NPK). As adubag¢des de cobertura foram
realizadas aos 25 e 45 dias apos o plantio utilizando-se 100 kg/ha de N, na forma de
uréia. Os experimentos de campo foram implantados sob semeadura direta, com
espacamento de 0,9 m entre linhas e média de cinco plantas por metro, tendo cada linha
3,0 m, onde cada isolado foi inoculado em 150 plantas chegando a um volume
aproximado de 30.000 plantas inoculadas e avaliadas do inicio até o final do

experimento.

Preparo de in6culo e inoculagio

Foram utilizados 165 isolados monosporicos de C. graminicola amostrados em
oito estados brasileiros: Goids (13), Minas Gerais (66), Mato Grosso (9), Parana (56),
Rondénia (6), Rio Grande do Sul (4), Santa Catarina (9) ¢ Sdo Paulo (2). Todos os
isolados foram depositados na Cole¢do de Fungos Fitopatogénicos das Culturas do
Milho e Sorgo da Embrapa Milho e Sorgo. Para a producdo de indculo, os isolados
foram retirados de tubos de ensaio previamente colonizados pelo isolado e recobertos
por oleo mineral. Em seguida, os isolados foram transferidos para placas de Petri
contendo o meio FAA (farinha de aveia agar), para que ocorresse a reativagdo do
isolado e, subseqiiente repicagem para mais placas para a producdo de esporos em
massa. A suspensdo de esporos foi preparada através da adicdo de agua deionizada
contendo Tween 20, seguida de raspagem das mesmas para que houvesse a liberacdo
dos esporos e a inoculagcdo fosse realizada. A concentragdo da suspensdo foi entdo
ajustada para 1x10° conidios.mL™, por meio de contagem em hemacitdmetro. As
plantas foram inoculadas na fase de pendoamento (VT), retirando-se as trés folhas
baixeiras (folha e bainha) no momento da inoculacdo e realizando a desinfestacdo dos
entrenos utilizando-se gaze umedecida em alcool 70%. Em seguida, os colmos foram
perfurados com um furador esterilizado e, logo apds, um palito previamente esterilizado
foi imerso na suspensdo de conidios e inserido no orificio. O inéculo foi inserido no
terceiro entrend segundo a metodologia descrita por Parreira et al. (201X). Cada bloco
composto pelos dez hibridos foi inoculado com um isolado diferente. As testemunhas
negativas consistiram da insercdo de palitos secos autoclavados e a testemunha positiva

consistiu na inoculacdo de um isolado padréo (16.04M) em todas as inoculagdes, sendo
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inoculados 10 isolados diferentes por semana. O isolado 16.04M tem sido empregado
na maioria dos trabalhos desenvolvidos pela equipe de pesquisa em Fitopatologia da
Embrapa Milho nos ultimos anos ¢ a rea¢do de parte dos hibridos testados para esse

isolado ja era previamente conhecida (dados ndo publicados).

Avaliacoes

Apoés 30 dias da inoculacdo, partes do colmo das plantas foram colhidas e
avaliadas em condig@o de laboratdrio. Na colheita, foram removidas todas as folhas das
plantas e a parte dos colmos compreendida entre o primeiro entrend e o entrend de
inser¢do da espiga foi colhida e encaminhada ao laboratério para as avaliagdes. As
partes do colmo coletadas foram cortadas longitudinalmente e a extensdo das lesdes
(severidade) foi avaliada no entrend inoculado utilizando-se a escala diagramatica de
Christensen & Wilcoxson (1966), adaptada por Parreira et al., (201X) para a antracnose
do colmo. A nota do entrend inoculado ¢ o numero de entrends apresentando
descolorag@o foram anotados sendo tabulados para a analise de médias e de variancia.
Essa escala ¢ composta de cinco notas de avaliagdo: 0 (0% do tecido do entrend
necrosado), 1 (15 % do tecido do entrend necrosado), 2 (25 % do tecido do entrend
necrosado), 3 (50 % do tecido necrosado), 4 (75 % do tecido necrosado) e 5 (100% do
tecido necrosado). Médias menores que 2 (25% de severidade) foram consideradas
resistentes e notas maiores ou iguais a 2 susceptiveis. Nos casos onde a inoculagdo do
isolado padrdo apresentou diferenca das demais inoculagdes, os 10 isolados inoculados
em conjunto foram inoculados de novamente em novos blocos. As analises de varidncia
dos experimentos e os testes de médias foram realizados com o programa estatistico
gratuito SISVAR® - versdo 5.3 (Build 75) (Ferreira, 2008).

Selecio de isolados e extracio do DNA

Para a extracdo do DNA, 13 isolados foram selecionados, baseando-se na
diferenca de severidade apresentada pela série diferencial. Dois isolados de C.
sublineolum (S11.11 e S12.11), pertencentes a colecdo da Embrapa, foram utilizados
como grupo externo no trabalho, além da incorporagio da seqiiéncia da regido ITS de 7
espécies de Coletotrichum spp. listados no trabalho de Hyde et al. (2009): C. acutatum
(IMI 117617), C. capsici (CBS 120709), C. cereale (KS 20BIG), C. gloeosporioides
(CBS 95397), C. graminicola (M 1001), C. sublineolum ( S 3001) e C. truncatum (CBS
15135).
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Obtenc¢io de massa micelial de C. graminicola e extracio do DNA.

Para a obtengdo de massa micelial, os 15 isolados monosporicos de
Colletotrichum spp. foram transferidos para placas de Petri, contendo meio FAA e
mantidos a 25 °C, por sete dias. Fragmentos de micélio foram transferidos para
erlenmeyers contendo 100 mL de meio liquido YES (10 g/L de sacarose, 6 g.L™' de
extrato de levedura e 6 g.L"' de caseina) previamente esterilizado, adicionado de 1mL
dos antibidticos streptomicina e tetraciclina (0,3 mg/mL). Os frascos foram mantidos
em agitador a 90 rpm, a 28 °C, por 72 horas. A massa micelial foi filtrada em duas
camadas de gaze esterilizada e, em seguida, em papel de filtro esterilizado. As amostras
foram armazenadas em freezer a 20 °C negativos, envoltas por papel aluminio até o
momento da extracdo do DNA.

Para a extragdo de DNA, utilizou-se a metodologia descrita por Saghai-Maroof
et al. (1984), adaptada. As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido até
obten¢do de um po fino e em seguida adicionou-se 350 plL de tampao CTAB [2% (m/v)
CTAB; 0,2 M Tris- HCI (pH 7,5); 1,4 M NacCl; 0,02 M EDTA (pH 8,0); 2% (v/v) 2-
mercaptoetanol]. Aa amostras foram mantidas em banho-maria a 65 °C, durante uma
hora. Apods resfriamento por 5 minutos em condigdo ambiente, promoveu-se a lavagem
com igual volume de solug¢@o de cloroférmio-octanol (24:1 v/v), com homogeneizagio
constante por 20 minutos. O material foi centrifugado a 14.000 rpm, por 10 minutos ¢ o
sobrenadante foi transferido para novo microtubo, onde foram adicionados 300 pL de
isopropanol a -20°C por, no minino, uma hora. Os microtubos foram novamente
centrifugados a 14.000 rpm, por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com 140 pL de etanol 70% (v/v) gelado. Os tubos foram novamente
levados a centrifuga por 10 minutos, a uma rotagdo de 14.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o etanol residual seco em estufa a 65 °C por cinco minutos. Os DNAs
precipitados foram ressuspendidos em 50 pL de tampdo TE, contendo RNase A (10 mM
Tris- HCL; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,1 pg/uL RNase A). A concentracdo das amostras foi
quantificada em espectrofotdmetro Nanodrop e ajustada para 10 ng.uL”, diluindo-se o
DNA estoque em agua ultrapura. O DNA foi armazenado a -20 °C até o momento da

amplificagdo.

Sequenciamento do DNA
A reagdo de PCR foi feita num volume total de 50 pL, contendo 30 ng de DNA,

1,5 unidades de Taqg DNA Polymerase (Sigma Aldrich, St. Louis MO), 10 mM Tris-HCI
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pH 8,3, 50 mM KCl, 0.001% (p/v) agar, 0.125 mM dNTP, 1% (v/v) formamida e 0.4
uM de cada primers do par ITS 4/5. As condi¢des do PCR foram 95 °C por 5 minutos
seguidas de 40 ciclos a 95 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 2 minutos e,
o passo de elongacdo final a 72°C, por 20 minutos. Os produtos do PCR foram
purificados utilizando-se o kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany).
As sequéncias purificadas foram determinadas utilizando o kit ABI Prism™ BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), no seqiienciador modelo ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). As sequéncias ITS 4/5 foram analisadas e comparadas no GenBank,
através do programa BLASTN (Altschul et al, 1997) no NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

As sequéncias de DNA das regides ITS acrescidas das sequéncias dos tipos
foram alinhadas pelo programa BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999),
através da ferramenta ClustalW (Thompson et al., 1994), utilizando 1000 bootstraps. A
avaliagdo das seqiiéncias através da elaboracdo de um dendrograma foi feita pelo
programa MEGA 5 (Tamura et al., 2011), utilizando a op¢ao de 10000 bootstraps, pelo
método de Maxima Verossimilhanga baseado no modelo Tamura-Nei (Tamura & Nei,

1993).

Resultados e Discussao

Foram identificados trés padrdes de viruléncia para os 165 isolados, sendo estes
classificados como 1, 2 e¢ 3 (tabela 01). O padrdo 1 corresponde ao grupo de isolados
que apresentou alta severidade para os 10 hibridos, o padréo 2 ao que apresentou baixa
severidade apenas para o hibrido 2B710 e o padrdo 3 ao que apresentou baixa
severidade para os 10 hibridos.

Os hibridos 2B587, 30P70, 30F80, ATTACK, BRS 1010, BRS 1030, BRS 1035,
DKB 390 e TRACKTOR apresentaram alta severidade para 157 isolados, com excecdo
dos oito isolados do padréo 3. O hibrido 2B710 apresentou resisténcia a 56 isolados,
desconsiderando os isolados do padrdo 3, sendo considera como reagdo de resisténcia
quando a colonizagdo foi inferior a 25% do entrend inoculado e sem sinais de infec¢do
nos entrenos adjacentes. Os materiais que apresentaram maiores severidades foram

2B587 e DKB390 e, o com severidade menor foi o 2B710 (Figura 1).
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A colonizagdo dos entrends também apresentou diferencas entre os hibridos. Os
hibridos com maior nimero de entrends colonizados foram 2B587 ¢ DKB390 e o com
menor foi 2B710 (Figura 2). Os controles negativos que deram descoloragdo, apesar de
ser de colora¢do mais clara que a causada por C. graminicola, foram colocados em
placas com FAA, mas ndo foi encontrado crescimento micelial fingico apds 15 dias,
corroborando com os resultados obtidos por Nicoli et al. (2012), sendo considerada a
descolorag@o das testemunhas como uma reacdo natural da planta ocasionada pelo uso
do furador, seguido da insercéo do palito.

A analise molecular dos isolados apresentou um Unico agrupamento para todos
os isolados provenientes de milho, com exce¢do do isolado M70.09 que se agrupou com
C. truncatum e C. capsici. Os dois isolados de C. sublineolum se agruparam com o seu
isolado tipo.

O dendrograma com maior logaritmo de verossimilhanga obteve o valor de -
898.0756 e os valores de bootstraps foram colocados proximos aos ramos (Figura 4). A
arvore foi feita em escala, com os comprimentos das ramificagdes medidos pelo nimero
de substitui¢des por site e, seguindo o conceito de que as arvores filogenéticas para
serem confiaveis devem possuir os nés com o valor de Bootstrap acima de 95% (Buso,
2005). Pode-se destacar trés grupos na arvore: G1, G2 e G3 (Figura 4), lembrando que o
valor de Bootstrap representa o nimero de vezes que o agrupamento ocorreu através do
uso aleatdrio das sequéncias, determinado antes de realizar a andlise, nesse caso 1000. A
analise envolveu 22 sequéncias de nucleotideos e todas as posi¢des que contém lacunas
e dados faltantes foram eliminados.

Até o momento nenhum relato da ocorréncia de patdtipos havia sido feito.
Segundo Bergstrom e Nicholson (1999), C. graminicola exibe uma grande variagdo em
agressividade nas fases de folha e colmo mas, sem evidéncias consistentes da
ocorréncia de patdtipos. Considerando-se que na literatura foi encontrado somente um
gene para resisténcia na fase de colmo até o momento, apenas dois patdtipos poderiam
ser diferenciados (Broglie et al.,, 2009). O padrao 1, que foi capaz de colonizar
eficazmente todos os 10 materiais, representa 61% de todos isolados. O padrdo 2, com
baixa viruléncia ao 2B710, representa 34% dos isolados, ficando evidente a ampla
distribuicdo dos dois padrdes pelas principais regides produtoras de milho no Brasil. Ja
o padrdo 3, pouco virulento a todos os hibridos, representando apenas 5% dos isolados,
foi pouco representativo e, dentre eles, o isolado M 70.09 se agrupou no dendrograma

com C. capsici e C. truncatum (Figura 4), devendo em um trabalho taxonomico
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posterior ter sua espécie reavaliada. Baseado nas respostas de severidade aos 10
hibridos considerou-se os resultados como uma forte evidéncia da ocorréncia de
patdtipos na fase de colmo da antracnose. Quando comparamos com a diversidade
encontrada em C. sublineolum, a ocorréncia desses possiveis patotipos parece modesta,
mas vale ressaltar que o melhoramento visando a resisténcia dessa enfermidade ¢
recente quando comparado com o melhoramento de sorgo para a antracnose. Varios
trabalhos foram feitos comprovando a existéncia de ragas de C. sublineolum (Costa et
al., 2003).

A série diferencial utilizada n@o foi robusta, pois apenas o hibrido 2B710
apresentou reacdo de resisténcia a parte dos isolados em severidade e colonizacdo de
entrends. Esse fato sugere a presenca de uma possivel fonte de resisténcia no hibrido
2B710, podendo ter seus parentais utilizados em programas de melhoramento futuros.
Os demais materiais se comportaram de maneira semelhante, sendo recomendado para
trabalhos futuros o uso de materiais diferentes na série com a permanéncia do 2B710
como resistente, o 2B587 ou o DKB390 como padrdes de susceptibilidade para a
severidade no entrend inoculado ¢ o hibrido ATTACK ou BRS1035 como padrdo de
susceptibilidade no numero de entrends infectados.

O hibrido 2B710 possibilitou uma distribui¢do dos isolados mais homogénea
dentro das notas de severidade com um numero significante de isolados nas notas mais
baixas, indicando a presenga de resisténcia nesse material, enquanto que para os demais
hibridos a nota predominante entre os isolados inoculados foi a nota 5 (Figura 3).

Entre os 10 materiais utilizados no trabalho, o hibrido 2B710 se destacou dos
demais pela restri¢do da doenca (Figuras 1 e 2), podendo ter suas respostas de defesa ao
ataque do patdgeno reguladas de maneira mais eficiente, visto que no trabalho de
Wargas et al. (2012) os autores sugerem que a fase necrotrofica € a resposta do fungo as
defesas da planta para minimizar o efeito dos compostos de defesa sobre o micélio
fingico. As plantas de milho produziram nas suas células vesiculas oxidativas contra a
infeccdo, mas o efeito dessas estruturas deve ser mais bem elucidado em trabalhos
futuros.

A diferenciag@o da hifa primaria para a secundaria permite ao patdogeno matar as
células vegetais evitando o contato direto com as defesas dos tecidos vivos, sendo
explicadas pela alta suscetibilidade da hifa primaria as defesas da planta de C.

graminicola.
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O uso das regides ITS para a distingdo de espécies de Colletotrichum foi feito
por Sherriff et al. (1995), que através do sequenciamento da regido ITS provou serem
espécies distintas C. graminicola e C. sublineolum, sendo C. graminicola o agente
causal da antracnose do milho e C. sublineolum o do sorgo. O dendrograma feito a
partir das regides ITS de 22 isolados agrupou junto com a espécie tipo de C.
graminicola todos os isolados provenientes de milho, formando o grupo 1 (G1), com
excegdo do isolado M7009 que se agrupou com C. capsici ¢ C. truncatum, gerando o
grupo 2 (G2). Os dois isolados de C. sublineolum, colocados como grupo externo, se
agruparam com o isolado tipo gerando o grupo 3 (G3).

Venard & Vainllancourt (2007) confirmaram que isolados de C. sublineolum
eram capazes de colonizar colmos de milho, mas incapazes de infectar outros tecidos da
planta como folhas e raizes, sendo ainda menos agressivos no colmo do que os isolados
de C. graminicola, fato que gerou desconfianga dos isolados pertencentes ao padrio 3
poderem ser da espécie C. sublineolum, mas que foi sanado com a resposta obtida no
dendrograma, confirmando a identidade dos isolados.

Considerando que as andlises de Bootstrap passam a ser confidveis a partir de
95% (Buso, 2005) podemos considerar confiavel a arvore obtida no trabalho. Entre os
165 isolados utilizados no trabalho, encontramos certa variabilidade na severidade
dentro dos hibridos (Figura 3), considerando que Wargas et al. (2012) encontrou alguns
genes que codificavam proteinas, dentre elas: GLRG 08002 e GLRG 06140,
exclusivas de C. graminicola, sem a presenca de homdlogos nos bancos de dados
disponiveis, possibilitando no futuro a comparagdo entre e dentro dos padrdes obtidos

dos isolados.

Conclusoes

1. Existem trés padrdes de C. graminicola na fase de colmo da antracnose, mas ainda
ndo temos evidencias suficientes para afirmar serem patotipos distintos.

2. O hibrido 2B710 possui resisténcia quantitativa a antracnose de colmo.

3. O uso apenas das regides ITS permitiu a confirmagdo das espécies dos isolados

utilizados no trabalho.
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Tabela 01: Distribui¢do dos 165 isolados nos trés diferentes padroes.
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(+) severidade > 25%; (-) severidade < 25%.
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Figura 01 Severidade nos diferentes hibridos, levando em conta os 165 isolados.
Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si significantemente pelo

método de Tukey a 0,1 % de probabilidade.
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Figura 2 Numero de entrends infectados nos diferentes hibridos, levando em
conta os 165 isolados. Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si

significantemente pelo método Tukey a 0,1 % de probabilidade.
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Figura 4 Dendrograma gerado pelo método de Maxima Verossimilhanca das 22
seqiiéncias ITS, baseado no modelo de Tamura-Nei. Os isolados que come¢cam com M
sdo provenientes de milho os com S de sorgo, entre parénteses estdo as identificagdes
sobre a qual padrdo de viruléncia o isolado pertence ou se ele ¢ um isolado tipo.
Somente valores de Bootstraps >50 foram colocados nas ramificacdes e os trés grupos

destacados na figura G1, G2 e G3 tiveram valores de Bootstraps superiores a 95%.

56



DIVERSIDADE GENETICA DE Colletotrichum graminicola
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Resumo - A antracnose do milho causada pelo fungo Colletotrichum graminicola é uma das
principais doengas da cultura no Brasil ¢ no mundo, atacando praticamente todas as partes da planta.
Neste trabalho foi avaliada a variabilidade genética de 95 isolados monospdricos de C. graminicola,
provenientes dos estados de Goias, Minas Gerais, Santa Catarina, Sdo Paulo, Parana e Rio Grande do Sul.
Foram utilizados 9 primers ISSR. Os fragmentos de DNA gerados pelas analises de ISSR foram avaliados
mediante inspec¢do visual dos géis. Bandas de mesmo peso molecular, em individuos diferentes, foram
consideradas idénticas e designadas em fun¢do da auséncia (0) e presenca (1). Baseado na matriz, foi
gerado um dendrograma pelo método UPGMA, utilizando as 66 bandas amplificadas pelos nove primers
ISSR. Ao analisar o dendrograma foi tragada uma linha divisdria no valor da distancia de dissimilaridade
de 0,3, dividindo os isolados em sete grupos. Baseado nos resultados foi possivel concluir que a
variabilidade genética entre os isolados de C. graminicola ¢ alta, sendo os marcadores ISSR eficazes na
determina¢do de sua variabilidade. Os isolados utilizados no presente trabalho nZo apresentam
estruturagdo geografica.

Palavras-chave: antracnose, milho, UPGMA.

GENETIC DIVERSITY ESTIMATED THROUGH ISSR
MARKERS OF Colletotrichum graminicola

Abstract - The anthracnose of corn caused by Colletotrichum graminicola fungus is one of main
disease in the world including Brazil, infecting any part of the plant. This study evaluated the genetic’s
variability of 95 monosporic isolate of C. graminicola from Goias, Minas Gerais, Santa Catarina, S@o
Paulo, Parand and Rio Grande do Sul, Brazilian states. Nine primers ISSR were studied by their DNA
fragments through gels visual inspections, considering absence (0) or presence (1) for bands with the
same molecular weight in different individuals making a matrix. Based on the matrix obtained a

dendogram was generated by the UPGMA method with all 66 bands amplified from these same nine
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ISSR primers, separating seven isolated groups by a dissimilality distance of 0,3. Based on the results it
was concluded that genetic variability among isolates of C. graminicola is high, and the ISSR were
effective in variability determination. The isolates used in this study do not show geographic structure.

Key words: anthracnose, corn, UPGMA.

Em milho, a antracnose causada por C. graminicola, destaca-se como uma das
principais doencgas da cultura (Bergstron & Nicholson, 1999; Costa et al., 2008), sendo
0 patdégeno capaz de infectar praticamente toda a planta. Na fase foliar, a doenga
caracteriza-se pela presenga de lesdes de formas variadas e necroticas, podendo ocorrer
extensa queima das folhas, o que reduz a area fotossintética. A fase de colmo ¢
caracterizada pela formac@o, na casca, de lesdes estreitas e elipticas, podendo coalescer
e abranger todo o colmo, pela colonizacgdo e pela degradacdo dos tecidos interrompendo
o fluxo de nutrientes e podendo favorecer o tombamento das plantas, atrapalhando a
colheita e a qualidade dos graos. Estimativas dos efeitos da antracnose foliar e podridao
de colmo na produgdo de gridos de milho variam de 0 a 40% de redugdo na
produtividade dependendo da cultivar, das condi¢cdes ambientais, da época de
ocorréncia das epidemias e da ocorréncia de outras pragas (Cota et al., 2009; Perkins &
Hooker, 1979).

A principal medida de manejo da antracnose do milho ¢ o uso de cultivares
resistentes. No entanto, para o sucesso do uso da resisténcia genética, é importante o
conhecimento da diversidade genética da popula¢do do patégeno considerando-se os
fatores que atuam sobre a evolugdo como o risco de mutacdo, deriva genética e tamanho
da populagio, dentre outros (Mcdonald & Linde, 2002).

O uso de marcadores moleculares para avaliar a diversidade genética encontra se
bem difundido, existindo uma grande demanda quanto aos marcadores baseados na
reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) devido a simplicidade e a necessidade de
pequenas quantidades de DNA da amostra. Os marcadores ISSR (Inter-Simple
Sequence Repeat) sdo amplificados via PCR e nfo necessitam do sequenciamento da
regido, resultando ainda na obtencdo de padrdes altamente polimorficos com resultados
que possuem repetibilidade (Bornet & Branchard, 2001; Nagaoka & Ogihara, 1997).
Além disso, sdo dominantes, podendo gerar um grande numero de alelos reproduziveis
e altamente polimorficos, utilizando um primer complementar a um microssatélite alvo.
No estudo feito com isolados de Corynespora cassiicola provenientes de plantios de

seringueira (Hevea brasiliensis) na Malasia, foram empregados caracteres morfologicos
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e marcadores ISSR para diferenciar os isolados, concluindo que apenas caracteres
morfolégicos ndo seriam suficientes no processo de diferencia¢do, no entanto, o
agrupamento foi capaz de separar alguns isolados pertencentes a mesma raca (Nghia et
al., 2008).

Considerando a inexisténcia de informagdes na literatura sobre o uso de
marcadores ISSR para o fungo C. graminicola e o potencial do marcador para estudo da
diversidade do patogeno, o objetivo neste trabalho foi estimar a diversidade genética de
populagdes de C. graminicola com marcadores moleculares ISSR e avaliar o nivel de
varia¢do de ISSRs entre isolados de C. graminicola provenientes de diferentes regides

produtoras de milho.
Material e Métodos

Obtencao dos isolados monosporicos de C. graminicola

Para obtencdo dos isolados monospoéricos de C. graminicola, fragmentos de
colmo, folhas e nervura com sintomas tipicos de antracnose amostrados nos estados de
Goids (4), Minas Gerais (45), Parana (35), Rio Grande do Sul (3), Santa Catarina (7) e
Sao Paulo (1), foram desinfestados superficialmente durante dois minutos em solucdo
de hipoclorito de sodio a 0,5% e transferidos para placas de Petri contendo meio de
farinha de aveia-agar-tetraciclina (FAAT) (aveia: 60 g.L'l, agar: 20 g.L'l, tetraciclina:
300 mg.L™"). As placas foram incubadas em condi¢io de luz fluorescente intermitente a
+ 25 °C, durante sete a oito dias para o desenvolvimento das colonias. Apds a
esporulagdo, fragmentos da colonia foram cortados e colocados em tubos de ensaio
contendo 10 mL de agua previamente esterilizada, passando por agitacdo para a
liberacdo dos conidios.

A partir das suspensdes originais, foram realizadas dilui¢des seriais de 10" a 10"
3, para obtengdo de suspensdes de esporos com a concentragio de 50-100 conidios/mL.
Um mililitro dessa suspensdo foi transferido para placas de Petri contendo agar-agua a
2%, sendo mantidas em cdmaras de crescimento sob luz fluorescente continua a 25 °C
durante 12 horas, para induzir a germina¢do dos conidios. Conidios germinados foram
retirados individualmente do meio agar-agua, sob microscopio optico, para verificacdo
da auséncia de outros conidios no fragmento selecionado. Os fragmentos foram entfo

transferidos para tubos de ensaio contendo o meio FAAT e, ap6s o desenvolvimento das
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culturas, foram adicionados 10 mL de o6leo mineral estéril para a preservacdo do

isolado.

Obtencao de massa micelial de C. graminicola

Para a obten¢do de massa micelial de C. graminicola, os isolados foram
transferidos para placas de Petri contendo meio FAAT e mantidos a 25 °C por 7 dias.
Fragmentos de micélio foram transferidos para erlenmeyers contendo 100 mL de meio
liquido YES (10 g.L" de sacarose, 6 g.L" de extrato de levedura e 6 g.L”' de caseina)
previamente esterilizado, adicionado de ImL dos antibidticos estreptomicina e
tetraciclina (0,3 g.L™). Os frascos foram mantidos em agitador a 90 rpm, a 28 °C, por 72
h. A massa micelial foi filtrada em duas camadas de gazes sendo prensada em papel de
filtro para a retirada do excesso de meio, ambos esterilizados. As amostras foram
armazenadas em freezer a -20 °C, envoltas por papel aluminio at¢ o momento da

extragdo do DNA.

Extracdo de DNA genomico

Utilizou-se a metodologia de extragdo de DNA descrita por Saghai-Maroof et
al., (1984), modificada. As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido até
obten¢do de um po fino e adicionados 350 pL de tampdo CTAB [2 % (m/v) CTAB; 0,2
M Tris- HCI (pH 7,5); 1,4 M NaCl; 0,02 M EDTA (pH 8,0); 2 % (v/v) 2-
mercaptoetanol]. A mistura foi mantida em banho-maria a 65 °C durante uma hora.
Ap6s resfriamento por 5 minutos em condi¢cdo ambiente, promoveu-se a lavagem com
igual volume de solucdo de cloroférmio-octanol (24:1 v/v), com homogeneizagdo
constante por 20 minutos. O material foi centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante transferido para novo microtubo, onde foram adicionados 300 pL de
isopropanol mantido a -20 °C por, no minino, uma hora. Os microtubos foram levados a
centrifuga e o material contido neles centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado, lavado com 140 pL de etanol 70% (v/v)
gelado. Os tubos foram novamente levados a centrifuga por 10 minutos a uma rotacéo
de 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o etanol residual, seco em estufa a 65
°C, por cinco minutos. Os DNAs precipitados foram ressuspendidos em 50 pL de
tampao TE contendo de RNase A (10 mM Tris- HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,1 pg.uL™

RNase A). A concentracdio das amostras foi quantificada em espectrofotdometro
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Nanodrop ¢ ajustada para 10 ng.uL", diluindo-se 0 DNA estoque em agua ultrapura. O

DNA foi armazenado a -20 °C até o momento da amplificac2o.

Amplificacdo do DNA

Foram utilizados nove primers : AAC, GACA, ACA, GT, ACTG, CTCGC,
GAGG, GAAT e AAG. As reagdes de amplificagdo por PCR foram iguais para os nove
primers selecionados, sendo preparado um volume final de 20uL, consistindo de 3puL de
DNA (10ng.uL™); 20 mM Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM KCI; 2 mM MgCI2; 1 U Taq
DNA polimerase (Invitrogen, Carslbad, CA), 0,125 mM dNTPs e 0,5 uM de cada
primer. Os ciclos de amplifica¢do foram: 94 °C por 2 min, 94 °C por 1 min, 45 °C por 1
min, 72 °C por dois min. Sendo este ultimo ciclo repetido 35 vezes, seguido por um
ciclo de 72 °C por 10 min, mantendo as reagdes a 10 °C até a retirada da amostra. Todas
as amplificacdes foram realizadas em termociclador Applied Biossystems - PCR
System 9700. As reagdes foram adicionados 4 pL de corante, sendo essas submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (m/v) a 100 V durante uma hora e trinta minutos
em tampdo TAE (40 mM Tris-acetato; | mM EDTA, pH 8,0). Em seguida, o gel foi
incubado em solugdo de brometo de etidio (1pg.mL™) por 20 min, descorado em 4gua
por 5 min, visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no equipamento Kodak - Gel

logic 200.

Analise dos dados

Os fragmentos de DNA gerados pelas andlises de ISSR foram avaliados
mediante inspecdo visual dos géis. Bandas de mesmo peso molecular, em individuos
diferentes, foram consideradas idénticas e designadas em funcdo da auséncia (0) e
presenga (1) no gel. Os dados foram analisados empregando o método UPGMA,
utilizando trés coeficientes: Dice, Jaccard e Pearson. A matriz de dissimilaridade e o
coeficiente =~ de correlagdo  cofendtica  foram  feitos através do  site

http://genomes.urv.es/'UPGMA/ ( Garcia-Vallve et al., 1999), tendo sido utilizada a matriz

para a confec¢do do dendrograma no programa Statistica 7.

Resultados e Discussao
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Neste trabalho foi obtida uma cole¢do de 95 isolados monospoéricos de C.
graminicola, devidamente identificados (Tabela 1). Os nove primers ISSR amplificaram
de forma consistente o DNA dos 95 isolados, produzindo um total de 66 bandas
polimorficas, com média de 49 bandas amplificadas por isolado. O primer que obteve o
maior numero de bandas amplificadas foi o primer GT com 15 bandas e o primer com
menor nimero foi GACA com trés bandas, sendo a média de 7,33 bandas por primer.

As matrizes geradas pelos coeficientes Dicer, Jaccard e Pearson obtiveram os
coeficientes de correlagdo cofenética: 0.18, 0.80 e 0.08 respectivamente. O coeficiente
de correlagdo cofenética estima o quanto o dendrograma esta adequado as interagdes
entre os acessos, o valor 1 significa que a relagdo entre os dados e o dendrograma ¢
perfeita (May, 1999). Romensburg (1984) considerou em seu trabalho que valores
maiores ou iguais a 0,8 sdo satisfatorios e Vaz Patto et al., (2004) aborda que valores
acima de 0,56 representam um bom alinhamento entre as matrizes de dissimilaridade e
agrupamento, de maneira que a matriz escolhida foi a feita com Jaccard.

Ao analisar o dendrograma, foi considerada a linha diviséria no valor da
distancia genética de 0,3 dividindo os isolados em sete grupos. Entre os 95 isolados seis
ndo agruparam com nenhum outro isolado (Figura 01). Baseado nos agrupamentos
obtidos com o dendrograma nfo foi encontrada estruturacdo geografica entre os
isolados, tendo o mesmo ocorrido em relagdo a parte da planta utilizada no isolamento
de C. graminicola: colmo (C), folha (F) e nervura (N)., Alguns isolados mais antigos
ndo possuiam esta informagéo, sendo entdo denominados indeterminados (?) (Tabela 1).
O primeiro grupo agregou 75 isolados pertencentes aos estados de GO, MG, PR, RS,
SC e SP, o segundo grupo quatro isolados do PR, o terceiro grupo dois isolados de SC e
PR, o quarto grupo dois isolados, um de MG e outro do PR, os demais grupos (5, 6 ¢
sete) dois isolados do PR. Os isolados com maior similaridade foram os isolados 44-07
e 46-07 com distancia genética de 0,019, sendo os dois isolados da cidade de Passo
Fundo (RS).

Um dos primeiros trabalhos feitos com diversidade de C. graminicola foi
realizado por Forgey et al. (1978), utilizando dez isolados e dez progénies de milho que,
baseado nos resultados do teste de inoculagdo cruzada, onde cada um dos isolados foi
inoculado nas dez progénies de milho, propuseram a ocorréncia de oito ragas
fisiolégicas. Posteriormente Nicholson & Warren (1981), utilizando sete dos dez
isolados empregados no trabalho de Forgey et al. (1978) contestaram a presenga de

ragas, atribuindo a diferenga quanto a sintomatologia ao fato dos autores ndo terem
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padronizado os indculos no experimento. Segundo Bergstrom & Nicholsom (1999),
existe uma grande variabilidade quanto a agressividade da antracnose em folhas e colmo
de milho. Outra maneira de verificar a variabilidade de um organismo pode ser obtida
com o uso de marcadores moleculares, diferenciando os individuos baseado no seu
material genético. Um trabalho, utilizando marcadores ISSR, em C. gloeosporioides, C.
capsici e mais trés gendtipos de pimenta, obteve boa correlagdo dos isolados quanto a
sua origem geografica, propondo assim o uso de marcadores ISSR no estudo da
diversidade genética em Colletotrichum spp, afirmando ainda que tais técnicas ajudam
no estudo da dindmica populacional do patdgeno, permitindo estratégias de controle
com uma melhor eficiéncia (Ratanacherdchai et al., 2010).

Neste trabalho foi observado que ha variabilidade entre os isolados estudados
corroborando com as inferéncias sobre a variabilidade de C. graminicola proposta por
Bergstrom & Nicholson (1999). A variabilidade genética ¢ uma condicdo presente em
patossistemas silvestres preservados e € aumentada em agroecossistemas. A alteracdo
dos cultivos por meio do melhoramento, a ampliacdo de fronteiras agricolas e o uso
desmedido de defensivos sistémicos sdo fatores que aumentam a forca da selecdo
exercida sobre as populacdes de patdgenos. Todos estes fatores favorecem novos genes
de viruléncia e o polimorfismo na estrutura dessas populacdes (Araya, 2003). Em 2008,
um gene que codifica para uma proteina de resisténcia a antracnose do colmo foi
clonado (Broglie et al., 2008). O simples uso desse gene nos hibridos comerciais pode
exercer uma pressdo direcional sobre a populagdo do patdégeno, rumo ao surgimento de

novos patotipos (Casela & Guimaries, 2005; Vanderplank, 1968).

Conclusdes
1 A variabilidade genética entre os isolados de C. graminicola ¢ alta e os
isolados se encontram uniforme.
2 Marcadores ISSR sfo eficientes na determinacdo da variabilidade de C.
graminicola.
3 Os isolados de C. graminicola utilizados no presente trabalho néo apresentam

estruturacdo geografica no Brasil, nem em relacéo a parte da planta infectada.
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Tabela 1. Relacdo dos isolados utilizados no trabalho seguindo a ordem presente

no dendrograma pelo método UPGA (eixo y) de cima para baixo, com descri¢do do

do isolado, parte da planta utilizada para o isolamento (folha-F, colmo-C,

4

numero

nervura-N e indeterminado-?), local de coleta (estado e cidade) e em qual grupo o

isolado foi classificado (baseado no agrupamento UPGA utilizando o coeficiente de

Jaccard).
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Grupos Isolados Dendrograma UPGMA-Jaccard
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Figura 1. Dendrograma gerado pelo método UPGMA, utilizando 66 bandas
amplificadas pelos nove primers ISSR, detectadas em 95 isolados de Colletotrichum

graminicola, coletados em regides produtoras no Brasil.
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CONCLUSAO GERAL

A metodologia desenvolvida para inoculagdo em colmo TICS (palitos imersos em suspensdo de
esporos) inoculando na fase de pendoamento (VT) e avaliando 30 dias apds a inoculagdo apresentou uma
boa eficiéncia podendo ser empregada nos programas de melhoramento a doengas, podendo ser utilizadas
também para outros patogenos de colmo do milho.

Os isolados de Colletotrichum graminicola apresentam uma alta variabilidade, que foi
comprovada com o uso dos marcadores ISSR em 95 isolados monospdricos, mas essa variabilidade nédo
esta relacionada com a parte da planta de onde o isolado foi retirado nem com a regido geografica onde
foi feita a coleta. Outra resposta de variabilidade foi obtida com a inoculagdo da série diferencial
composta por 10 hibridos, e o seqilienciamento de parte dos isolados permitiu a confirmagdo da espécie.
Os padrdes encontrados podem ser utilizados na avaliagdo de germoplasmas de milho para direcionar os
programas de melhoramento para doengas e parte da série pode ser empregada para o estudo de novos
isolados, com a incorpora¢do de novos materiais e dentre os materiais testados o hibrido 2B710 possui

resisténcia quantitativa & antracnose na fase de colmo.
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