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Variabilidade Patogénica de
Colletotrichum gloeosporioides Oriundo
de Populacdes Nativas de Stylosanthes
spp. de Trés Estados Brasileiros

Maria José d “Avila Charchar’; José Ribamar Nazareno dos Anjos?
Antonio Carlos Gomes? ;Sukumar Chakraborty* ;Celso Dornelas Fernandes®
Arthur Kenji Akimoto® Luciana Vieira Tomaz’

Resumo - Folhas e caules, com sintomas de antracnose, foram coletados de
populacdes nativas de Stylosanthes spp., de 1997 a 2000, em localidades de
Minas Gerais, Goias e Bahia, para avaliar a variabilidade patogénica do agente
causal (Colletotrichum gloeosporioides). Duzentos e setenta quatro isolados
monosporicos foram classificados em 20 grupos, usando-se 12 acessos
diferenciais, sendo trés de S. guianensis, dois de S. scabra, dois de S.
macrocephala, um de S. seabrana e quatro de S. capitata. Setenta e um porcento
dos isolados ndo foram virulentos e nenhum acesso foi resistente a todos os
isolados. Alguns grupos foram representados por um ou dois isolados. Em
Diamantina (MG), Lenc¢déis (BA) e Cabeceiras (GO) encontrou-se o maior nimero
de isolados, com 15 grupos para a primeira localidade. O conhecimento da
variabilidade patogénica é importante no programa de melhoramento visando a
resisténcia a antracnose.

Termos para Indexacdo: S. guianensis, S. macrocephala, S. scabra, S. capitata e
S. seabrana, cultivares/acessos diferenciadores,
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Pathogenic Variation of
Colletotrichum
gloeosporioides Infecting
Native Stylosanthes spp.
Populations in Three
Brazilian States

Abstract - Leaves and stems, with anthracnose symptoms, were taken from
native Stylosanthes spp. populations, during 1997-2000, at sites in Minas
Gerais, Goias and Bahia states, evaluate pathogenic variability of causal agent
(Colletotrichum gloeosporioides). Two hundred seventy-four single-spore
isolates were differentiated into 20 groups using 12 differentials, consisting of
three for S. guianensis, two for S. scabra, two for S. macrocephala, one for

S. seabrana and four for S. capitata. Seventy-one percent of isolates were not
virulent, and no accessions was resistant to all isolates. Some groups were
represented by one or two isolates. In Diamantina (MG), Lencdis (BA) and
Cabeceiras (GO) the greatest number of isolates was found and with 15 groups
for the first locallity. Knowledge on pathogenic variability is important in a of
breeding program anthracnose for resistance.

Index terms: host differential set, S. guianensis, S. macrocephala, S. scabra,
S. capitata, S. seabrana.



Variabilidade Patogénica de Colletotrichum gloeosporioides...

Introducao

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.
& Sacc., fase teliomérfica Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. &Schrenk., é
uma doenca comum em Stylosanthes spp. Ela é encontrada no Brasil (Otero
1961), Austrélia (Irwin & Cameron, 1978), Colé6mbia (Baldién et al., 1975),
Estados Unidos (Sonoda, 1973), Africa (Irwin et al., 1984), Bolivia, Costa
Rica, Panama e Venezuela (Centro...,1973), China, Tailandia, Filipinas,
Indonésia, Malasia (Guodao et al., 1997), india (Ramesh et al., 1997) e no
México (Munaut et al., 2002). A antracnose restringe o estabelecimento, a
persisténcia, o desenvolvimento, a producao e a utilizacdo de Stylosanthes
(CHAKRABORTY et al., 2002). O melhoramento para resisténcia a essa
doenca é a proposta mais pratica e econdmica para seu manejo (LENNE

1994).

A variabilidade genética e patogénica do C. gloeosporiodes dificulta a
obtencao de cultivares com resisténcia efetiva e estavel a antracnose
(FERNANDES, 2003). Este fungo possui extensiva variacdo patogénica em
condicdes brasileiras (KELEMU et al., 1996: CHARCHAR et al., 1999:
FERNANDES et al., 2000: CHAKRABORTY et al., 2002). A determinacao de
acessos diferenciadores foi um esforco para padronizar a identificacdo da

variabilidade patogénica do fungo (KELEMU et al., 1996;: CHAKRABORTY,
2002).

O objetivo desse trabalho foi determinar a variacdo da viruléncia de C.
gloeosporioides, de isolados coletados em populacdes nativas de Stylosanthes
spp. nos Estados de Goias, Minas Gerais e Bahia.

Material e Métodos

Coleta das amostras

Amostras de folhas, caules e hastes com sintomas de antracnose foram
coletadas nos Estados de Goids, Minas Gerais e Bahia, no periodo de 1997 a
2000 (Figura 1). A distancia entre cada area de coleta foi cerca de 50 km.
Com auxilio do GPS Il plus (Global Positioning System), foram registradas

a latitude, a longitude, a altitude e a populacao aproximada de

Stylosanthes spp.
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Figura 1. Localidades em Minas Gerais (MG), Goids (GO) e Bahia (BA) onde isolados de Colletotrichum gloeosporioides foram

coletados de populacdes nativas de Stylosanthes spp.
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Variabilidade Patogénica de Colletotrichum gloeosporioides...

Isolados do fungo

Pedacos com cerca de 5 mm do tecido infectado da folha, caule e haste de
Stylosanthes foram desinfestados em 1% de NaOCI por 1 a 3 minutos e
lavados em agua estéril. Depois da secagem, em papel estéril, o material foi
transferido para o meio de BDA +estreptomicina e incubados a + 26 °C,
durante uma semana. De cada isolado, foi feita uma cultura monospérica, que
foi preservada em pequenos frascos com agua estéril e em tubos com meio de
cultura, num ambiente com temperatura controlada (+ 20 C°).

Acessos diferenciadores

Um conjunto de 12 acessos diferenciadores de Stylosanthes foi usado para
inocular os isolados de C. gloeosporioides (Tabela 2). Sementes de
Stylosanthes foram escarificadas, pré-germinadas e as mudas transferidas para
bandejas plasticas com solo nao esterilizado. A bandeja continha quatro
repeticdes cada uma com duas plantas. O delineamento foi inteiramente
casualizado.

Inoculacao

Os isolados foram multiplicados em meio de aveia, em camara de crescimento
de £26 °C, com 12 h de fotoperiodo. Depois de 10 dias, a suspensao de
esporos foi filtrada para remover o micélio do patédgeno. A suspenséo foi
ajustada a concentracdo de 10° conidios/mL. As plantas foram inoculadas com
4-6 semanas. Feita a inoculacao, as plantas foram incubadas em camera Umida
por 48 h a 26 °C.

Avaliacao dos sintomas

As plantas foram mantidas em casa de vegetacao por 10 dias e avaliadas pelos
sintomas de acordo com a escala de notas: O =sem sintomas, 1=1 a 3% do
tecido necrosado, 2=4 a 6%, 3=7 a 12%, 4=13 a 25%, 5=26 a 50%,
6=51a75%, 7=76 a87%, 8=88 a 94% e 9=95 a 100% (Chakraborty,
1990). Plantas com notas de 1 a 3 foram consideradas resistentes e 4 a 9
suscetiveis.

Para identificar grupos homogéneos de isolados do fungo, utilizou-se a anélise
em componentes principais e o método de classificacdo hierarquica dos
vizinhos reciprocos (SAPPORTA, 1990).
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Resultados e Discussao

Nas avaliacdes de antracnose em populagdes nativas de Stylosanthes spp., no
periodo de 1997 a 2000, a severidade da doenca foi mais acentuada em
setembro/1997 e novembro/1998 no Estado de Minas Gerais. Na Bahia, as
avaliacoes foram feitas somente em abril/2000 e também houve plantas com
infeccdo acentuada. Em Goiéas, a presenca do fungo foi muito baixa em todas as
avaliacoes. Isto pode ser devido as épocas de avaliacdes: janeiro, fevereiro, maio
e junho de 1998 (Tabela 1).

Pela analise em componentes principais e 0 método de classificacao hierarquica
dos vizinhos reciprocos, foram identificados 20 grupos de isolados, entre os
274 de C. gloeosporiodes obtidos de populacbes nativas de Stylosanthes spp.
em localidades de Minas Gerais, Goids e Bahia (Tabela 1). Doze grupos de
isolados, correspondendo a 28,2% dos isolados, foram virulentos em pelo
menos um dos 12 acessos diferenciais; nenhum foi resistente a todos os
isolados (Tabela 2). Oito grupos de isolados, correspondendo 71,8%, nao
foram virulentos em nenhum acesso. Em S. scabra, dois acessos tiveram uma
reacao de suscetibilidade a oito dos 20 grupos dos isolados. Em S. seabrana,
um acesso teve uma reacao suscetivel apenas a dois grupos. O grupo um, que
corresponde a um isolado, foi agressivo somente aos trés acessos de S.
guianensis (Tabela 2). S. scabra cv. Fitzroy mostrou-se infectada pelo maior
numero de isolados.

Nenhum grupo de isolados foi detectado em todas as localidades dos trés
estados onde foram feitas as avaliacbes. Em Minas Gerais originou-se 59,1% do
total de isolados, sendo que 71 desses foram de Diamantina, com 15 grupos de
isolados. Na Bahia, com 26,7 %, o maior nUmero é proveniente de Lencdis onde
foram identificados sete grupos. O restante dos isolados (14,2%) procedeu de
Goias, a maioria de Cabeceiras onde foram identificados sete grupos (Tabela 3).
Diferencas nas populacdes de patégenos entre as localidades indica que fatores
ambientais podem afetar a viruléncia de determinado patégeno (Xiet al., 2002).

Isolados de C. gloeosporioides coletados de S. capitata, S. scabra, S.
macrocephala e S. guianensis de diferentes regides do Brasil, apresentaram
ampla variabilidade de patogenicidade (VERZIGNASSI, et al., 2001). O presente
estudo confirmou a variabilidade do patégeno com 20 grupos de isolados
identificados nos Estados de Minas Gerais, Goids e Bahia, de populacdes nativas
de Stylosanthes app.
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Tabela 1. Epoca de coleta, niimero de localidades, nivel de incidéncia, nimero de amostras com antracnose em

populacdes nativas de Stylosanthes spp em trés estados brasileiros.

Minas Gerais Goias

Local Incidéncia* Amostras Local Incidéncia Amostras
09/1997 11 0,5-6 421 - - -
1/1998 1 0,5 63 4 0,5-1 185
2/1998 - - - 1 0,5 64
05/1998 1 0,5 41 3 0,5 121
06/1998 - - - 1 0,5 62
11/1998 1 1-6 107 - - -
05/1999 9 1-2 320 - - -
08/1999 1 0,5 72 - - -
04/2000 - - - - -

Total 1.024 Total 432

Local

15
Total

Bahia

Incidéncia Amostras

* Baseada na escala de notas da severidade de antracnose: O = necrose néo visivel, 1= 1 a 3%do tecido necrosado, 2= 4a6%,3=7a12%,4= 13 a

25%, 5= 26a50%,6=51a75%,7=76a87%,8=88a94%, e 9= 95 a 100% (Chakraborty et al., 1990).
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Tabela 2. Reacdo de 12 acessos de Stylosanthes spp. diferenciadores aos 20 grupos homogéneos de Colletotrichum
gloeosporioides oriundos de populacdes nativas dos Estados de Goids, Minas Gerais e Bahia.

Grupos S. guianensis S.scabra  S.seabrana  S. macrocephala S. capitata Total de  Proporcao

Isolados (%)

1 $ S S R R R R R R R 1 0,4
2 R R R R R R R R R 30 10,9
3 R R S S S S S R S S S R 2 0,7
4 R R S R R R R R R R R 26 9,5
5 R R R R R R R R R R 8 2,9
6 R R R R R R R R R R 9 3,3
7 S S S S S R R R R R R R 3 1.1
8 R R R S R R R R S S S 3 1.1
9 S S S R R R R R R R R 4 1.5
10 R S R R R R S S R R S S 2 0,7
1 R R R R R R R R R R R R 70 25,5
12 R R R R R R R R R R R R 42 15,3
13 R R R S R R R R R R R 19 6,9
14 R R R R S S R S R R R R 0.4
15 S S S R R R S R R R R R 1.1
16 R R R R R R R R R R R 2,6
17 R R R R R R R R R R R R 22 8,0

Continua...

cl
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Tabela 2. Continuacao.

Grupos  S. guianensis S.scabra  S.seabrana  S. macrocephala S. capitata Total de  Proporcao
Isolados (%)
1a
18 R R R R R R R R 9 3.3
19 R R R S R R R R R 12 4,4
20 R R R S S R R S R S S R 1 0,4
NGV 4 5 5 7 2 3 3 2 4 3 274 100,0
NIve 11 13 11 66 3 7 4 5 8 9
%lVe 40 4,7 4,0 24,1 2,5 1,1 2,5 1,4 1,8 2,2 2,9 3.3
aS. guianensis: 1= Mineiréo; 4= Cook; 6 =Endeavour;
S. scabra: 18 = Fitzroy; 19= Seca
S. seabrana: 27 = Primar
S. macrocephala: 29 = Pioneiro; 31=GC 1582
S. capitata: 33= BRA 010626/CPAC 2801/CIAT1914/GC1084; 35 =BRA 028070/CPAC 1606/CIAT 2815/GC 1081

36 = BRA 023574/CPAC 2221/CIAT 2969/ GC 1094;
°R, reacédo de resisténcia (0 a 3) e S, reacé&o de viruléncia (4 a 9)
°Numero de grupos de isolados virulentos nas diferenciadoras
4Ndmero de isolados virulentos
°Porcentagem de isolados virulentos em cada diferenciadora

38= BRA 017787/CPAC 1278/CIAT 2739/GC 1086
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Tabela 3. Distribuicdo do nimero de isolados dentro de cada grupo de Colletotrichum gloeosporioides, oriundos de
populacdes nativas Stylosanthes spp. de localidades em trés estados brasileiros.

Minas Gerais Goias Bahia

JP: TM. Par. BD. Bur. Dia. Luis Pir. SJP Ur. Jan. B.N. A.N Cab. P.B. Pos. Len. R.V. BJL Caet Cor. C.V.Bar. Bru

2 4 6 16 2 1 1

3 1 1

4 4 6 1 1 1 3 10

5 1 1 6

6 3 5 1

7 3

8 1 2

9 4

10 2

n 3 9 3 2 1 4 " 1 9 2 3 14 4 3 1
12 2 1 12 2 1 1 10 10 3

13 3 9 2 2 1 2

14 1

15 2 1

16 1 3 2 1

17 1 1 9 2 1 3 1 1 1 1 1
18 1 1 2 1 1 2 1

Continua...
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Tabela 3. Continuacao

Minas Gerais Bahia

JP2 TM. Par. BD. Bur. Dia. Luis  Pir. ¥ . .. . b Len. R.V. BJL Caet Cor. C.V.Bar. Bru

20 1
NI 2 2 2 2 3N 30 10 2 6 1 3 4 3 1 1 4 2 4 18 4 6 3 2
NG® 1 2 2 2 13 15 10 8 2 4 1 2 1 7 1 1 7 1 2 3 1 11 2

2Localidades com antracnose em Stylosanthes spp. MG: J.P. =Joao Pinheiro, T.M. =Trés Marias, Par. =Paracatu, B.D. =Bom Despacho, Bur. =Buritis,
Dia. =Diamantina, Luis = Luislandia, Pir. =Pirapora, S.J.P.=Sao Jodo da Ponte, Ur. =Urucuia, Jan. =Janauba, B.N. =Bento Nunes
GO: A.N.=Alvorada do Norte, Cab. = Cabeceiras, P.B. =Padre Bernardo, Pos =Posse
BA: Len.=Lencéis, R.V.=Roda Velha, B.J.L. =Bom Jesus da Lapa, Caet. = Caetité, Cor. = Correntina, C.V.=Capéo da Volta, Bar. = Barreiras, Bru. = Brumada
"Numero de isolados obtidos em cada localidade
°Numero de grupos de isolados identificado de cada localidade.
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Conclusoes

1. Os acessos diferenciais das espécies de Stylosanthes, neste estudo, mostram
reacdo de resisténcia e de suscetibilidade quando inoculadas com isolados de
C. gloeosporioides oriundos de populacdes nativas de Stylosanthes spp. de
Minas Gerais, Goids e Bahia.

2. Variabilidade patogénica, associada a diferentes localidades onde existem
populacdes nativas de Stylosanthes spp., € importante no melhoramento da
espécie, visando resisténcia a antracnose.

3. Grupos virulentos de isolados de C. gloeosporioides, oriundos populacdes
nativas de Stylosanthes spp., dos trés estados onde foram coletadas as
amostras, induziram lesGes severas de antracnose em todos acessos
diferenciadores empregados.
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