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Resumo

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum graminicola
(Ces.) Wilson, é uma das doengas mais importantes do milho
no Brasil, especialmente em sistema de plantio direto sem
rotacao de culturas. Neste sistema, os restos culturais de milho
presentes na area elevam o potencial de in6culo desse fungo
ao longo do tempo. O uso da resisténcia genética é a estratégia
mais adequada e vantajosa para o controle da antracnose. No
entanto, a eficacia e a durabilidade dessa pratica dependem do
conhecimento sobre a variabilidade genética de C. graminicola.
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Neste estudo, 15 gendtipos de milho foram inoculados com
190 isolados monosporicos de C. graminicola coletados de
folhas infectadas de plantas de milho cultivadas em sete areas
ecogeograficas brasileiras. Foram identificadas cinco ragas de
C. graminicola, e onze genotipos de milho foram suscetiveis a
todos os isolados. Os resultados indicaram que tanto o numero
de isolados do patdogeno quanto o numero de genétipos a
serem testados sao fundamentais para a identificacao precisa
de racas C. graminicola. Este é o primeiro estudo que mostra a
ocorréncia de racas de C. graminicola no Brasil.

Palavras-chave: Antracnose foliar, milho, colletotrichum
graminicola, racas



Races of Colletotrichum
graminicola pathogenic to
corn in Brazil
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Abstract

Anthracnose, caused by Colletotrichum graminicola (Ces.)
Wilson, is one of the most important diseases of corn in Brazil,
especially in no-till crop rotation system. In this system the
corn crop residues present in the area raise the potential of
this fungus inoculum over time. The use of genetic resistance
is the most suitable and advantageous for anthracnose control
strategy. However, the efficacy and durability of this practice
depends on the knowledge of the genetic variability of C.
graminicola. In this study, 15 genotypes were inoculated with
190 spore isolates of C. graminicola collected from infected
leaves of corn plants grown in seven Brazilian ecogeographic
areas. Five races of C. graminicola were identified, and eleven
genotypes were susceptible to all isolates. The results indicated
that both the number of isolates of the pathogen and the
number of genotypes to be tested are essential for the accurate
identification of C. graminicola races. This is the first study that
shows the occurrence of races of C. graminicola in Brazil.
Keywords: leaf anthracnose, corn, colletotrichum graminicola,
races



Racas de Colletotrichum graminicola Patogénicas ao Milho no Brasil

Introducao

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum graminicola
(Ces.) Wilson, é uma das doencas mais importantes da cultura
do milho (Zea mays), no Brasil (COTA et al., 2012), bem

como em outras partes do mundo (PERKINS; HOOKER, 1979;
PUPIPAT, MEHTA, 1969; WARREN et al., 1973; LEONARD, 1974).
O principal efeito desta doenca € a reducao no rendimento de
graos por causa da reducao do peso deles e do tombamento
das plantas (DODD, 1980). Embora a doenga ocorra em

todas as partes da planta, as folhas e o colmo sao os mais
afetados (BERGSTROM; NICHOLSON, 1999). Nas folhas, lesoes
necroéticas de coloracao amarelada, com diferentes formas,
podem aparecer em qualquer fase durante o desenvolvimento
das plantas e pode causar a reducao de area fotossintética

ativa (BERGSTROM; NICHOLSON, 1999). Nas nervuras,

lesoes elipticas com presenca de acérvulos do patégeno sao
comuns. Durante infec¢Oes severas, a diminui¢ao da area foliar
fotossintética das plantas pode resultar na senescéncia precoce
(JIRAK-PETERSON; ESKER, 2011). O sintoma de “Top dieback”
ocorre em razao da morte prematura das folhas superiores e

do colmo durante os estagios iniciais da formacao de graos,

e também resulta em reducao de rendimento (BERGSTROM;
NICHOLSON, 1999). Lesoes estreitas e elipticas na casca
caracterizam a fase de podridao do colmo da doencga, cuja
coloracao varia entre 0 marrom-escuro e o preto, com o
desenvolvimento de acérvulos do patégeno. A casca e a medula
do caule apresentam uma coloragcao marrom-escura a preta,

e os tecidos da medula podem desintegrar-se, geralmente
comecando pelos entrends inferiores, levando a seca prematura
e ao acamamento das plantas (JIRAK-PETERSON; ESKER, 2011).
Embora a principal fonte de indculo para a antracnose do colmo



Racas de Colletotrichum graminicola Patogénicas ao Milho no Brasil

ainda nao seja bem definida, varios estudos tém demonstrado
que a infeccao do colmo pode ocorrer diretamente por
conidios produzidos nas lesoes foliares, pela presenca de
indculo nos restos de culturas, através de danos causados

por insetos ou abrasoes e ferimentos no colmo e sistema
radicular (BERGSTROM; NICHOLSON, 1999; JIRAK-PETERSON;
ESKER, 2011; LIPPS, 1983, 1985; MIMS; VAILLANCOURT, 2002;
VENARD; VAILLANCOURT, 2007a,b; SUKNO et al., 2008; WHITE;
HUMY, 1976). Alguns estudos relataram o crescimento da

lesao no colmo por causa do movimento sistémico de esporos
do patogeno através dos tecidos vasculares (BERGSTROM;
NICHOLSON, 1999; PANACCIONE et al., 1989; SUKNO et al.,
2008). No entanto, Venard e Vaillancourt (2007a, 2007b), nao
encontraram evidéncia de que C. graminicola possa penetrar
através das raizes e causar infeccao sistémica.

No Brasil, o milho é plantado em duas épocas distintas, com

a primeira safra plantada no verao e safrinha plantada logo
apos a safra de verao. A expansao da area cultivada e a adocao
do sistema de plantio direto, sem rotagao de culturas, tém
resultado no aumento da incidéncia e severidade da antracnose
nos EUA (BERGSTROM; NICHOLSON, 1999; JIRAK; ESKER,
2009; JIRAK-PETERSON; ESKER, 2011; LIPPS, 1985) e Brasil
(CASELA et al., 2006; COELHO et al.. 2001; COSTA et al., 2010;
COTA et al., 2012; CRUZ et al., 1996; FERNANDES; BALMER,
1990).

O uso da resisténcia genética € a estratégia mais eficiente

e rentavel para o controle da doenca. Badu-Apraku et al.
(1987a,b) encontraram um unico gene dominante, designado
Cgl, controlando a resisténcia, tanto em plantulas quanto em
plantas adultas e dois genes codominantes para a resisténcia
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a antracnose foliar. Coelho et al. (2001) relataram uma heranca
monogénica e dominante para a resisténcia a antracnose.
Rezende et al. (2004) observaram que a resisténcia a antracnose
foliar em milho era controlada por um gene importante em
todos os cruzamentos e ensaios e por poligenes em pelo menos
um ensaio. Assim, a herancga da resisténcia a antracnose em
milho permanece controversa. Em um estudo, o papel dos
efeitos aditivos foram as mais significativas para a resisténcia
(CARSON; HOOKER, 1981), enquanto os efeitos aditivo, de
dominancia e epistaticos foram importantes em outro estudo
(BADU-APRAKU et al., 1987b). No entanto, a eficacia e a
durabilidade da resisténcia das plantas como estratégia para

o controle da antracnose dependem do conhecimento sobre

a variabilidade patogénica de C. graminicola em condic¢oes
tropicais. Harris e Johnson (1967) foram os primeiros a sugerir
a possivel existéncia de racas fisiologicas de C. graminicola nos
EUA. No entanto, o primeiro relatério de racas de desse fungo
foi feita por Forgey et al. (1978), que identificaram oito racas
fisioldgicas a partir de 10 isolados patogénicos ao milho. No
entanto, Nicholson e Warren (1981), utilizando sete desses 10
isolados utilizados por Forgey et al. (1978), concluiram que eles
nao produziram sintomas que permitissem uma diferenciacao
clara de racgas. Outros autores também concluiram sobre a
inexisténcia de racas neste patossistema (COELHO et al., 2001;
BERGSTROM; NICHOLSON, 1999).

O género Colletotrichum apresenta uma grande plasticidade
fenotipica gerando resultados conflitantes, muitas vezes

dificeis de interpretar (CROUCH et al., 2009a,b,c; HYDE et al.,
2009). Consequentemente, isso complica os esforgos para
compreender as relacoes de hospedeiros, diagnosticar a doenga
com precisao e o desenvolvimento de estratégias de controle
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eficazes através da resisténcia genética (HYDE et al., 2009;
TEBEEST et al., 1997).

Em Colletotrichum sublineolum, que esta intimamente
relacionada com C. graminicola, racas, patotipos e haplotipos
tém sido amplamente identificados em muitos paises ao

longo dos ultimos cinquenta anos (ALI; WARREN, 1987, 1992;
CARDWELL et al, 1989; CASELA; FERREIRA, 1987; PASTOR-
CORRALES; FREDERIKSEN, 1979; FERREIRA; CASELA,

1986; FREDERIKSEN; ROSENOW, 1971; HARRIS; JOHNSON,
1967; HARRIS; SOWELL, 1970; KING;FREDERIKSEN, 1976;
NAKAMURA, 1982; NICHOLSON; WARREN, 1981; ROSEWICH et
al., 1998; OZOLUA et al., 1986, PANDE et al., 1991; THOMAS et
al., 1995). Embora seja razoavel esperar que uma diversidade de
racas semelhantes também possa ocorrer em C. graminicola,
em razao da sua alta similaridade genética com C. sublineolum,
a existéncia de racas em C. graminicola é incerta.

Neste trabalho, os resultados baseados em experimentos
de casa de vegetacao, relatam a identificacao de ragas de
C. graminicola ocorrendo em diferentes regidoes produtoras
de milho no Brasil, e discutem alguns pontos chave para
as estratégias de manejo e desenvolvimento da resisténcia
genética contra essa doenca.

Material e Métodos

Série Diferenciadora

Este trabalho foi realizado no laboratorio de Fitopatologia e em
casa de vegetacao da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas -
MG, Brasil. Quinze gendtipos de milho foram utilizados como
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hospedeiros diferenciais. Por causa da escassez de informacao
sobre a resisténcia do milho a antracnose foliar no Brasil, os

15 gendtipos de milho foram selecionados com base na sua
origem genética diversa e por serem plantados nas principais
areas de producao de milho. Os gendtipos também foram
escolhidos por apresentarem reacdes contrastantes para outras
doencas foliares importantes como a cercosporiose, a mancha
branca e a ferrugem polissora. Estes incluiram seis linhagens e
cinco hibridos simples derivados dessas linhagens do programa
de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo. Os demais
genotipos incluidos foram: um hibrido simples da Pioneer, dois
da Dow AgroSciences e um da Agroeste (Tabela 1).

Tabela 1. Gendtipos de milho utilizados para o teste de
viruléncia em a C. graminicola em casa de vegetacao.

1 Embrapa BRS1001 Hibrido simples Precoce
2 Embrapa BRS1010 Hibrido simples Precoce
3 Embrapa BRS1030 Hibrido simples Precoce
4 Embrapa BRS1031 Hibrido simples Precoce
5 Embrapa BRS1035 Hibrido simples Precoce
6 Embrapa L3 Linhagem -
7 Embrapa L2841 Linhagem -
8 Embrapa L2283 Linhagem -
9 Embrapa L112 Linhagem -
10 Embrapa L141 Linhagem -
11 Embrapa L182 Linhagem -
12 Agroeste AS1570 Hibrido simples Precoce
13 Pioneer 30F35 Hibrido simples Precoce
14 aDg(J)rV(;/science 2B710 Hibrido simples Precoce
15 Dow 2B587 Hibrido simples Precoce

agroscience
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Colecao de Amostras, Producao e Manutencao de
Isolados Monosparicos de C. graminicola

Um total de 190 isolados monospodricos de C. graminicola foi
obtido a partir de 11 localidades (Uberlandia, Uberaba, Irai de
Minas e Sete Lagoas, em Minas Gerais; Jaguarao, Londrina

e Ponta Grossa, no Parana; Goianésia, Inhumas e Rio Verde,

em Goids, e Passo Fundo, no Rio Grande do Sul), as quais
representam uma ampla distribuicao geografica do patogeno.
Os isolados monospoéricos foram obtidos a partir de fragmentos
retirados das bordas das lesoes. Estes fragmentos foram
esterilizados superficialmente através da imersao por 2 minutos
em hipoclorito de sédio a 0,5%. Os fragmentos de folha foram
colocadas em meio de agar e farinha de aveia (OMA) com
tetraciclina e incubados sob luz fluorescente intermitente, a 25 °
C durante sete dias para induzir a esporulacao. Posteriormente,
as placas foram submersas com 10 ml de agua destilada estéril
e raspadas com um pincel para remover os conidios. Para cada
amostra procedeu-se uma diluicao em série para obtencao de
suspensoes de esporos em uma concentracao entre 50 a 100
conidios por mililitro. Uma aliquota de 1 ml foi transferida para
uma placa de Petri contendo agar a 2%, a qual foi incubada em
camaras de crescimento, sob luz fluorescente intermitente a

25 ° C durante 12 h para a germinacao de esporos. Um unico
conidio foi transferido para tubos de ensaio contendo meio
OMA e, depois o desenvolvimento dos fungos, as culturas
foram submersas com 10 ml de éleo mineral estéril para
manutencao.

Producao de In6culo

Para a producao de indculo, uma aliquota de cada cultura foi
espalhada sobre meio OMA e incubadas durante 7 dias a 25
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°C sob luz fluorescente continua para induzir a esporulacao.
Depois disso, as placas individuais foram submersas com 10
ml de agua estéril, e raspado superficialmente para remover os
conidios. As suspensoes de esporos foram filtradas através de
uma dupla camada de gaze e a sua concentracao foi ajustada a
108 esporos por ml.

Inoculacao

Cada gendtipo (Tabela 1) foi plantado em quatro vasos com
trés plantas em cada. A suspensao de esporos foi aplicada (10
ml por vaso) em ambas as superficies das folhas de plantas

na fase vegetativa, aos 21 dias apds o plantio, até o ponto de
escorrimento, utilizando-se um pulverizador manual. Apds a
inoculagao, as plantas foram incubadas durante 18 horas em
camara umida escura a 100% de umidade relativa e temperatura
controlada ajustada para 27 °C (+ 2 °C). Depois disso, os vasos
foram distribuidos aleatoriamente em estufa com temperaturas
ajustadas para 27 °C (+ 2 °C), e os tipos de reacao a antracnose
foram avaliados 15 dias apos a inoculagao. A fim de reduzir

o risco de escapes, os genétipos de milho que apresentaram
reacao de resisténcia foram re-inoculados.

Avaliacao

Os critérios de tipos de lesao utilizados por Nicholson e

Warren (1976), os parametros de severidade da doenca
(CARDWELL et al., 1989) e a presenca ou auséncia de esporos
nas lesoes (CASELA; FERREIRA, 1987) foram considerados

para a avaliagcao. As avaliagoes do grau de resisténcia ou
susceptibilidade foram realizadas 15 dias apds a inoculagao,
usando notas de 1 a 5, como se segue: 1, auséncia de sintomas;
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2, presenca de um pequeno numero de lesdes alongadas
sem esporulagao, ou reagao de hipersensibilidade (infeccao
ligeira); 3, presenca de lesoes alongadas sem esporulacao,
ou lesdes de reacao de hipersensibilidade; 4, infecgao grave
com lesdes apresentando intensa esporulacgao; 5, infeccao
muito grave, com lesdes esporuladas e coalescéncia, mais de
40% da area foliar afetada e esporulacao abundante. As notas
1, 2 e 3 foram consideradas como indicativo de resisténcia

e as notas 4 e 5 como indicativo de suscetibilidade (Tabela

2). Um indice de viruléncia (VI) foi determinado com base no
numero de gendtipos susceptiveis em relacao a cada raca de C.
graminicola.
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Tabela 2. Escala descritiva utilizada para avaliar a reacao de
genotipos de milho a antracnose foliar em casa de vegetacao.

Resisténcia /
Hipersensibilidade

2 Resisténcia
3 Resisténcia
4 Suscetivel
5 Suscetivel

Pequenas pontuacdes cloréticas
(fleck “s), possivelmente
apresentando tecido necrético,
ndao circundado por area
descolorida. Auséncia de
esporulacao.

Lesdes de formato circular a
irregular, de coloracdo palha
a marrom, frequentemente
circundadas por um halo
clordético ou amarelado.
Auséncia de esporulacao.
Menos de 5% de severidade.

Lesbes de formato circular a
irregular, de coloracdao palha
a marrom, frequentemente
circundada por um halo clorético
ou amarelado. Auséncia de
esporulacdo. Méaximo de 20%
de severidade.

Lesoes predominantemente
com formato oval, de coloracao
cinza-esverdeado em ambas
as superficies das folhas, e
presenca de anéis concéntricos.
Presenca de esporulacao.
Severidade: 21 a 40%

Lesoes predominantemente
com formato oval, de coloracao
cinza-esverdeado em ambas

as superficies das folhas, e
presenca de anéis concéntricos.
Presenca de esporulacao.
Severidade: mais de 40%

15
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Resultados e Discussao

Houve uma clara reacao de resisténcia vertical com interacoes
patogeno-hospedeiras diferenciais entre os 190 isolados de C.
graminicola e os 15 genotipos de milho em casa de vegetacao
(Figura 1 e Figura 2). Cinco racgas diferentes de C. graminicola
foram identificadas e designadas como Cg1 a CGb (Tabela 3). As
racas CG1 e CG2 sao amplamente disseminadas nas regides de
cultivo de milho, caracterizadas por diferentes climas, enquanto
as ragas CG3, CG4, e CGbH estao restritas a um determinado
ambiente (Figura 3).

Figura 1. Reacao de dois genétipos de milho inoculados com
araca Cg2 de C. graminicola. A) Genétipo resistente (2B710) e
susceptivel (L3); B) Reacao de resisténcia vertical no genotipo
2B710; C) Reacao de susceptibilidade na linhagem L3.
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Figura 2. Reacao do gendtipo 2B710 inoculado com as racas
Cg1 (direita) e Cg2 (esquerda) de C. graminicola. A) Reagao
de resisténcia (a esquerda) e suscetibilidade (direita). B) Folha
planta de milho resistente a raca CG2, e C) Suscetiveis a raca
Cg.
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Tabela 3. Designacao de ragas C. graminicola com base em
diferentes reacoes de 15 gendtipos de milho.

Serie Diferenciadora

0

=]

°

&

o - © Q =

E 8 8 8 8 8

% B (=] [Te] — — — - - ~ = ~ g =

> @ R 2 o o u o o < 3 & & 3

Q m m =] [+ o o 1 v - - - ~N ~N

Z N ] v 3] m m on o _ _ 1 1 1
Cg1 154 + + + + + + + + + + + + + + + 100,0
Cg2 27 + - + + + + + + + + + + + + + 93,3
Cg3 4 + + - + + + + + + + + + + + + 93,3
Cg4 3 + - + + + + + + + + - + + + + 86,7
Cgb 2 + + + + + + + + + + - + + + + 93,3

O indice de viruléncia (VI) em genodtipos do hospedeiro foi
alta para todas as racas de C. graminicola e variou entre 86,7
e 100%, indicando que os isolados foram virulentos a muitos
genotipos da serie diferenciadora. O VI foi de 100% para a
raca Cg1, 93,3% para as ragas CG2, CG3, e CGbH, e para a raca
CG4, o valor foi de 86,7%. Estes valores de VI correspondem
a aviruléncia a zero, um e dois dos quinze gendtipos da serie
diferenciadora, respectivamente.

Considerando que 11 dos 15 genétipos foram considerados
susceptiveis, a diferenciacao das racgas pela série diferenciadora
foi baseada num subconjunto de quatro gendtipos (Tabela 3).
Trés racas (CG2, CG3 e CG5) foram avirulentas a um genétipo,
enquanto uma raca (CG4) foi avirulenta a dois genotipos. A
raca Cg1, que mostrou a prevaléncia mais ampla, foi virulenta a
todos os quinze genodtipos da serie diferenciadora (Tabela 4).
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Figura 3. Distribuicao das cinco racas de C. graminicola nas
principais regioes produtoras de milho no Brasil.
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Tabela 4. Numero de isolados, viruléncia e aviruléncia de
C. graminicola a genétipos de milho e frequéncia de racgas
identificadas com base na reacao dos 15 gendtipos de milho.

Cg1 154 Todos - 81,0
Cg2 27 - 2B710 14,2
Cg3 4 - 30F35 2,1
Cg4 3 - 2B710 and L 141 1,6
Cgb 2 - L 141 1,1

Os genodtipos de milho BRS1001, BRS1010, BRS1030, BRS1031,
BRS1035, L3, L2841, L2283, L182, AS1570 e 2B587 foram
suscetiveis a todos os 190 isolados, enquanto os gendtipos
2B710, 30F35 e L141 apresentaram frequéncias de resisténcia de
19,5%, 3,3% e 3,3%, respectivamente. Considerando-se apenas
as médias das notas de susceptibilidade (graus acima de 3 na
escala de avaliacao) para todos os isolados, a severidade da
doenca foi menor nos gendtipos 2B710 e L182 (média de 3,7),
indicando um maior nivel de resisténcia horizontal. Observou-
se o nivel mais alto de severidade da doenca na linhagem L3
(4,3), seguido pelos hibridos BRS1001, BRS1010, BRS1030,
BRS1031, e BRS1035, todos os quais tém a L3 como um dos
seus progenitores. O resultado indica a presenga de um gene
dominante para a susceptibilidade para a antracnose foliar
nesta linhagem.

Conclusoes

Os resultados indicam a existéncia de pelo menos cinco
diferentes racas de C. graminicola associadas a antracnose
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foliar do milho no Brasil. Mais de 95% dos isolados de C.
graminicola sao representados por apenas duas ragas (CG1 e
CG2) e as outras trés racas apresentaram frequéncias iguais ou
inferiores a 2,1%. Assim, a utilizacao de um grande numero de
isolados é um elemento essencial para o sucesso na deteccao
de racas de C. graminicola no Brasil.

Embora estudos para demonstrar a existéncia de racas de C.
graminicola sejam escassos e controversos, em C. sublineolum
muitas racas fisioldgicas, patotipos e haplotipos foram
identificados ao longo dos anos (HARRIS; JOHNSON, 1967;
HARRIS; SOWELL, 1970; FREDERIKSEN; ROSENQOW, 1971; KING;
FREDERIKSEN, 1976; PASTOR-CORRALES; FREDERIKSEN,
1979; ALI; WARREN, 1987, 1992; NAKAMURA, 1982; CASELA;
FERREIRA, 1987). A patogenicidade de C. sublineolum é
altamente variavel dentro da populagao e mudancas nos
padroes de viruléncia de populacoes de C. sublineolum foram
relatados em varias partes do mundo (CARDWELL et al., 1989;
CASELA et al., 1996; HARRIS; JOHNSON, 1967) e varias racas
fisioldgicas tém sido identificadas (CASELA; FERREIRA, 1987;
COSTA et al., 2010; MARLEY et al., 2001; MATHUR et al, 2008;
MOORE et al., 2008; PANDE et al., 1991; THAKUR et al., 2008;
VALERIO et al., 2005).

Neste estudo, quatro genotipos de milho (2B710, 30F35,

L112, e L114) permitiram a identificacao de cinco racas de

C. graminicola (Tabela 3). Estes genotipos sao candidatos
como fontes de resisténcia a antracnose em programas de
melhoramento de milho e para integrar séries diferenciais em
futuros estudos sobre a variabilidade de C. graminicola. Até o
momento, poucas racas de C. graminicola (HARRIS; JOHNSON,
1967; FORGEY et al., 1978), ou até mesmo a sua existéncia
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(COELHO et al., 2001; BERGSTROM; NICHOLSON, 1999;
NICHOLSON; WARREN, 1981), tém sido identificadas. Neste
trabalho, foram identificadas cinco racas de C. graminicola, e
uma raca (GC1) foi predominante em quase todas as grandes
areas de cultivo de milho no Brasil. Estes resultados indicam
que o uso de genes de resisténcia € uma ferramenta importante
para as estratégias de manejo contra essa importante doenca
da cultura do milho.
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