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RESUMO

BARBOSA, Flavia Christiane Rufini. Variabilidade patogénica em
Peronosclerospora sorghi (Weston & Uppal) C.G. Shaw, agente etiolégico do
mildio do sorgo, e resisténcia genética no hospedeiro. 2004. 89p. Dissertagéo
(Mestrado em Agronomia / Fitopatologia) — Umversxdade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

Foram objetivos deste trabalho verificar a|ocorréncia de ragas de
Peronosclerospora sorghi no Brasil, por meio da avaliagéo da viruléncia de 25
isolados do patdgeno das regides Sul e Sudeste bras?‘ienras, em trinta linhagens
de sorgo diferenciadoras; estabelecer qual a methor metodologia de inoculagéio
artificial de conidios para testes de identificacdo de ragas e avaliar as reagdes de
42 genctipos de sorgo do programa de melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo
para essas ragas, almejando identificar fontes de resnstencla a doenca. Os
experimentos foram conduzidos na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas. O
teste de identificagéo de ragas foi realizado em casa de vegetacdo, utilizando-se
metodologias de inoculagdio de conidios em sementes pré-germinadas ¢ em
plantulas. As avaliacdes foram realizadas de acordo com a presenga ou auséncia
de esporulagio do patégeno. O teste de identificagio de fontes de resisténcia foi
conduzido em campo, sob condigdes de infecgdio natural. As avaliagGes foram
feitas baseando-se na porcentagem de plantas com infecgéio sistémica. Os
gendtipos avaliados em campo foram avaliados também em casa de vegetacdo,
utilizando-se metodologia de inoculagio de conidios em plintulas. Alta
variabilidade do patégeno foi verificada entre os 25 isolados nas duas
metodologias de inoculagdio. O método de inoculagdo em sementes pré-
germinadas mostrou-se favoravel ao processo infecc{oso. Ja a metodologia de
inoculagéio em plantulas foi mais propicia para testes de identificagéio de ragas,
representando melhor a forma de infecgdio ocasionada por conidios que ocorre
no campo. De acordo com as reagdes diferenciais dos gendtipos utilizando-se a
inoculagéio em plantulas, foram identificadas 24 racas do patégeno. Apenas dois
isolados apresentaram a mesma reacéio diferencial. Os gendétipos CMSXS156B,
CMSXS157B, CMSXS234B, TxARG-1B, 9910032, 9910296, Tx430, QL3 e
SC170-6-17 foram resistentes em campo e casa de vegetagdo e sdo provéveis
fontes de resisténcia ao mildio do sorgo no Br: sil. Todos os genétipos
resistentes em casa de vegetagéo foram resistentes também em campo. Por outro
lado, alguns gendtipos resistentes em campo apresentaram reaglio de
susceptibilidade em casa de vegetagio. Todos os materiais susceptiveis em

*Comité de orientaciio: Ludwig H. Pfenning — UFLA; Carlos Roberto Casela -
Embrapa Milho e Sorgo. :




campo, com no minimo de 20% de plantas infectadas, apresentaram o mesmo
comportamento em casa de vegetacio.

*Comité de orientagdo: Ludwig H. Pfenning — UFLA; Carlos Roberto Casela -
Embrapa Milho e Sorgo.
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ABSTRACT

BARBOSA, Flavia Christiane Rufini. Pathogenic variability in
Peronosclerospora sorghi (Weston & Uppal) C.G.!Shaw, causal agent of
sorghum downy mildew e genetic resistance of the host. 2004. 89p. (Master
in Agronomy / Plant Pathology) — Universidade Fe?eral de Lavras, Lavras,
MG.*

There were three objectives of this work: to verify the occurrence of
races of Peronosclerospora sorghx in Brazil evaluating pathogenicity of 25
isolates obtained from the regions South and Southeast against 30 differential
cultivars; to evaluate the best method of artificial conidial inoculation
identifying races; and to evaluate the reaction of 42 sorghum genotypes from the
EMBRAPA Milho ¢ Sorgo breeding program looking for new sources of
resistance to the pathogen. Experiments were conducted at the EMBRAPA
Milho e Sorgo research center. Races were identified by inoculating pre-
germinated seeds and seedlings with conidia in the glasshouse. The criterion for
evaluation was the presence or absence of sporulation of the pathogen. Sources
of resistance were identified in field trials in conditions of natural infection using
the percentage of plants with systemic infection for evaluation. Host genotypes
evaluated in field conditions were also evaluated m the glasshouse, using
artificial inoculation with conidia in seedlings. A hlgh variability was recorded
between the isolates tested with both of the moculzitlon methods used. The
inoculation method using pre-germinated seeds prod ced high infection rates.
The inoculation method using seedlings was more efficacious in identifying
races since it represents better the way of conidial infection in natural
conditions. When seedlings were inoculated with conidia the differential
reaction of the host genotypes evidenced the existence of 24 races of the
pathogen. Only two isolates showed the same dlﬁ'erentlal reaction. Host
genotypes CMSXS156B, CMSXS157B, CMSX8234B TxARG-1B, 9910032,
9910296, Tx430, QL3 and SC170-6-17 proved to be resistant both in the
glasshouse and the field and may represent new sourc&c of resistance against the
sorghum downy mildew in Brazil. All the genotypes that showed resistance in
the glasshouse, also showed resistance also in the field. | The reverse was not true
and- some genotypes that showed resistance in the field demonstrated
hypersensitive reaction in the glasshouse. The material susceptible in the field
with a minimum of 20% symptomatic plants, presented the same behavior in the
glasshouse.

*Guidance committee: Ludwig H. Pfenning — UFLA; Carlos Roberto
Casela - Embrapa Milho e Sorgo.
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1 INTRODUGAO GERAL

O mildio do sorgo, causado por Peronosclerospora sorghi (Weston &

Uppal) C.G. Shaw, adquire, em nossas condigdes, uma grande importéncia pelo
fato de o patdgeno ter como hospedeiros o milho e c]sorgo, sendo o primeiro
uma cultura tradicional e ja estabelecida e o segundo uma cultura em expansio
no Brasil. Tm

Nos 1ltimos 10 anos houve uma grande expansdo da area cultivada com
SOrgo no pais, principalmente devido a adaptagéio da cu‘ltura ao plantio de outono
em sucessio a soja, quando o risco climatico para a cujtura do milho é maior. A
regido Centro Oeste brasileira é responsdvel por 65% da produgéo total do sorgo
no pais. Nesta regidio, a cultura ¢ semeada em fevereiTo-marqo, algumas vezes,
sem qualquer adi¢io de fertilizante, aproveitando a adqbag:ﬁo residual da soja. O
estado de Goias, na regido central do Brasil, é o maio;r produtor de sorgo, com
37% do total produzido no pais (Casela et al., 2002). |

Na safra de 1998/99, o pais colheu 1.100 mil toneladas de griios de
sorgo e na safra de 2000/01, a produgéo alcangou mais de 1.586 mil toneladas.
Com isso, o incremento na produgéo foi da ordem de §8,6%, em apenas 2 anos
(Von Pinho & Vasconcelos, 2002). Safra ainda mafor foi obtida em 2003,
quando foram produzidas 1.696,7 mil toneladas de gr}ios (Conab, 2003). Estes
dados evidenciam a importincia que a cultura tem parﬁ' © Brasil e justificam, em
parte, a preocupa¢do com fatores determinantes de perdas na produgdo, como
doengas, principalmente. !

O agente etioldgico do mildio do sorgo, Peronosclerospora sorghi,
encontra-se disseminado em muitas regides tropicais e subtropicais do mundo,
principalmente onde se realiza o plantio destas cul (Pande et al., 1997).
Considerando-se que plantas infectadas com Peronfsclerospara sorghi nos
primeiros estddios de desenvolvimento serfio estéreis, é ficil imaginar as perdas




que poderio ocorrer nestas culturas quando as condigBes forem favoréveis ao
aparecimento da doenga (Fernandes, 1980).

Peronosclerospora sorghi tem causado severas epidemias em sorgo e
milho em virios paises (Williams, 1984). No estado do Texas (EUA), epidemia
de mildio causou perda estimada em U$ 2,5 milhes, com incidéncia de 90% em
alguns campos de sorgo (Frederiksen et al., 1969). Em Israel, campos de milho e
sorgo forrageiros apresentaram incidéncias superiores a 50% (Kenneth, 1976).
Verificou-se, na Africa do Sul, incidéncia de infecgdo sistémica ocasionada por
P. sorghi em campos de milho e sorgo maior que 40% (Van der Westhuizen,
1977). No Brasil, a doenga foi observada recentemente, com alta incidéncia e
severidade na regido Sudeste, causando perdas significativas em lavouras de
producéio de sementes de sorgo. Quando a doenga ocorre nos estadios iniciais do
desenvolvimento da planta, a redugfio na produgiio pode atingir mais de 50%
(Von Pinho & Vasconcelos, 2002). Essas perdas podem chegar a 80%,
principalmente se cultivares altamente susceptiveis s#o utilizadas. Estudos sobre
o efeito do mildio em sorgo granifero tém indicado relagfio linear significativa
entre incidéncia de infecgfio sistémica e perdas no rendimento em densidades
normais de plantio (Craig et al.,, 1989; Frederiksen et al., 1973; Tuleen &
Frederiksen, 1981).

Entre as medidas adotadas para o controle do mildio do sorgo estdo as
utilizagGes de fungicidas, cultivares resistentes e adogéio de praticas culturais.
Fungicidas com principio ativo metalaxyl utilizados no tratamento de sementes
controlaram efetivamente a doenca no México, Estados Unidos e Africa (Craig
& Odvody, 1992; Bock et al., 2000a)-No-mercado brasileiro, ndo h4, entretanto,
produto registrado pelo Ministério da Agricultura para o seu controle.

O uso de hospedeiros resistentes tem sido o método mais eficiente para o
controle do mildio do sorgo (Gimenes-Fernandes et al., 1984; Frederiksen &
Renfro, 1977). No entanto, tal medida pode ser dificultada pela variabilidade



apresentada pelo patogeno. O uso continuo e prolongac}o do mesmo genétipo, na
mesma drea, favorece a populagéo do patégeno com o surgimento de novas
ragas, torna o material utilizado susceptivel e prejudica o controle com o uso de
hospedeiros resistentes (Williams e al., 1982). Nestes casos, a “quebra” de
resisténcia genética se deve i evolugdo da populagéo local do patdgeno devido &
selecio de mutantes, recombinantes ou migrantes, melhor adaptados a cultivar
resistente (McDonald & Linde, 2002). Assim, o desenvolvimento de resisténcia
ao mildio, em programas de melhoramento de :sorgo, deve levar em
consideragdio a possibilidade de ocorréncia de “quebra” da resisténcia,
determinada pela variabilidade patogénica encontrada nas populagSes de
Peronosclerospora sorghi (Craig & Odvody, 1992). Apesar dos danos que a

doenga tem causado & cultura do sorgo, ndio ha relatos especificos na literatura

sobre a variabilidade do patégeno no Brasil. Diante da escassez de informagdes

sobre as ragas do patégeno existentes, bem como da negessidade de identificagio
de fontes de resisténcia para os trabalhos de melhoram! to, objetivou-se:

a. verificar a ocorréncia de ragas de Perorwsclerospora sorghi no

Brasil, por meio da avaliag@o da viruléncia de isolados do patégeno

em plantas hospedeiras diferenciadoras;

b. estabelecer qual a melhor metodologia df inoculagdo artificial de

conidios para a condugdio de testes de identificacio de ragas e de

fontes de resisténcia;

c. avaliar as reagdes das principais linhageﬂs e hibridos do programa

de melhoramento do CNPMS/ EMBRAPA — Sete Lagoas,MG, a -

essas ragas, objetivando identificar fontes de resisténcia & doenga.




2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Taxonomia, morfologia e disseminacio de Peronosclerospora sorghi

O primeiro relato de infecgdo por Peronosclerospora sorghi em sorgo
ocorreu na fndia, em 1907. O patdgeno foi identificado como Sclerospora
graminicola devido a similaridade entre os odsporos observados ¢ os de
Sclerospora graminicola, de ocorréncia em milheto (Butler, 1907). Alguns anos
depois, a fase assexual do patégeno em sorgo foi observada. Verificou-se que os
esporos assexuais do fungo germinavam, formando um tubo germinativo, néio
ramificado e niio havia liberagdo de zoésporos do espordngio, como ocorre com
o género Sclerospora. O patégeno foi entdo designado Sclerospora graminicola
var. Andropogonis-sorghi (Kulkarni, 1913). Estudos posteriores relativos as
caracteristicas morfolégicas apresentadas e a gama de hospedeiros descreveram
o patégeno como Sclerospora sorghi (Weston & Uppal, 1932). No entanto, as
diferengas apresentadas pelo patégeno foram suficientes para designar o novo
género Peronosclerospora, o qual incluia todos os mildios de gramineas
caracterizados pela germinagéo direta do esporéingio, por um tubo germinativo,
como ocorre com P. sorghi (Shaw, 1976; 1978; Shaw & Waterhouse 1980). O
género Sclerospora foi retido apenas para espécies que produziam zo6sporos de
esporéngios.

O género Peronosclerospora pertence a familia Peronosporaceae, ordem
Peronosporales, subclasse Peronosporomycetidae e classe Oomycetes (Shaw,
1978; 1981). Uma classificagio mais recente propde que os oomycetes sejam
reconhecidos como classe Peronosporomycetes e divididos em 3 subclasses:
Peronosporomycetidae, Rhipidiomycetidae e Saprolegniomycetidae (Dick,
1995; 2001). Dessa forma, os mildios de gramineas estariam posicionados na
subclasse Saprolegniomycetidae, com base em uma série de caracteristicas

morfolégicas, epidemioldgicas, ultra-estruturais e biogeograficas (Dick ez al.,



1999) e os géneros Sclerospora e Peronosclerospora na ordem Sclerosporales,
familia Sclerosporaceae (Kirk ez al., 2001). Os mi]dio§ de gramineas tais como
Sclerospora spp., Sclerophthora spp. e Peronosclefospora spp estdo mais

relacionados aos mildios de Saprolegniomycetidae, especialmente

Leptolegniaceae, do que aos Pythiales ou aos Peronosporales (Spencer & Dick,
2002). T

P. sorghi apresenta fases assexual e sexual. A fase assexual do patégeno
é caracterizada pela produgéo de esporingios, em; esporangitforos eretos,
hialinos, que emergem dos estdmatos das folhas. Como os espordngios
germinam diretamente, formando um tubo germin%a_tivo, sem liberagio de
zo6sporos, devem ser corretamente denominadés de conidios e os
esporangi6foros, conidiéforos. O conidiéforo consisite de célula basal bem
desenvolvida e eixo principal, com ramifica¢Ses dicotéimicas no dpice. A célula
basal apresenta didmetro de 7-9 um e 100-150 pm de comprimento.

basal. O eixo principal tem 15-20 um de didmetro

Normalmente h4 um septo completo entre o eixo principal e o 4pice da célula
; comprimento menor ou

igual ao da célula basal, normalmente 80-150 um do septo até o ponto de
ramificagéio. As ramificagfes sdo curtas € podem seerrimérias, secundarias €
terciarias, que terminam em um esterigma, com aproximadamente 13 pm de
comprimento. Os conidios sdo produzidos nos esterigmas, tém formato ovalado,
sdo desprovidos de papilas e poros e medem 15-29 x 15?,-27 um. Essas descrigdes
estdo de acordo com relatos de Weston & Uppal (1932j.

Isolados de P. sorghi provenientes do i'exas e da Tailindia,
apresentaram medidas compreendidas na faixa estabelecida por Weston & Uppal
(1932), apesar de apresentarem algumas diferencas|entre si em relagdo ao
comprimento do conidio. No entanto, as diferengas morfoldgicas apresentadas
por estes isolados néo foram suficientes para separé-los em espécies diferentes

de Peronosclerospora (Schmitt ez al., 1979). A morfologia de isolados africanos

|
5 4
|



de P. sorghi também foi avaliada (Bock ef al., 2000b). Embora com algumas
diferengas entre isolados, de modo geral, a morfologia apresentada foi tipica de
P. sorghi. Os conidios mediram 21-23 x 17-19 um e o conidiéforo apresentou
comprimento de 117-136 pm, da célula basal ao ponto de ramificagéio (Bock et
al., 2000b).

A reprodugdo sexuada é caracterizada pelo desenvolvimento de
odbsporos apds a fusdo do oogdnio com o anteridio, dentro do mesdéfilo foliar, em
fileiras e entre as nervuras das folhas (Safeeulla & Thirumalachar, 1955). Os
oodsporos sdo esféricos com didmetro de 31 - 37 um, embora alguns extremos
possam ocorrer entre 25 e 43 um. A parede do odsporo apresenta cor amarelo-
alaranjado e espessura de 1 a 3 pm. Os odsporos germinam por um tubo
germinativo ramificado e nfio septado e contém material granular com massa de
glébulos oleosos (Weston & Uppal, 1932).

Peronosclerospora sorghi encontra-se disseminado em muitas regides
tropicais e subtropicais, onde se cultiva sorgo e milho (Jeger et al., 1998). E
considerado um patégeno do “Velho Mundo” e h evidéncias de sua origem na
Africa ou Asia (Pawar, 1986). O primeiro relato da ocorréncia de P. sorghi no
continente americano foi em 1961, no estado do Texas, EUA (Frederiksen,
1980). A partir desta data, o patégeno foi verificado no Brasil, mas sem registros
e com pequena incidéncia. Somente a partir de 1974/75 foram verificadas
incidéncias maiores nos estados do Rio Grande do Sul e S&o Paulo (Gimenes-
Fernandes & Nakamura, 1977). Atualmente, além destes estados, a doenca
também tem causado severas epidemias no Parané e em Minas Gerais, tendo
sido relatada também em estados da regifio Centro-Oeste (Casela, comunicagéio
pessoal). Devido & disseminagio do mildio para dreas de cultivo do sorgo, é
necessario entender a variabilidade patogénica de P. sorghi, e posteriormente,

desenvolver cultivares resistentes para o manejo da doenga (Casela et al., 2002).



2.2 Sintomas, biologia e epidemiologia da doenga

Os sintomas podem ser sistémicos ou localizados. Os sintomas
sistémicos se caracterizam por estrias verdes e cloréticas paralelas, indicando a
presenca dos odsporos formados entre as nervuras das folhas (Jeger et al., 1998).
Em condi¢Ses de temperatura amena ¢ ambiente ﬁmidp, a superficie abaxial da
érea clordtica foliar € coberta por uma camada branca, ;que consiste de conidios e
conidi6foros de Peronosclerospora sorghi. A infecgio localizada caracteriza-se
por manchas cloréticas, retangulares, limitadas pelas nervuras laterais que
também podem apresentar crescimento pulverulento branco na superficie abaxial
das folhas, em condigdes umidas e frias (Craig, 1986). Em estddios avangados
de infecclio sistémica as folhas se rasgam pela agfio do vento e os odsporos séo
liberados infestando o solo, onde sobrevivem por vérios anos na auséncia do
hospedeiro (Safeeulla & Shetty, 1978).

Em milho, diferencas nos sintomas em re!ac;ilL ao grau de esporulagdo
assexual e habilidade em produzir as estruturas sexua{s séo observadas (Payak,
1975; Williams, 1984; Frederiksen et al., 1969). i De maneira geral, sob
condi¢Ses ambientais favoraveis, a esporulagdo assexilal do patégeno pode ser
abundante, embora menos densa do que a encontradajem sorgo. O rasgamento
foliar raramente ocorre em milho. As lesdes locais si‘o alongadas, cloréticas e
ocorrem principalmente nas folhas baixeiras (Frederiks;en etal., 1973).

O processo de infecgiio pelo mildio se dé quando o patégeno estabelece
contato e se nutre dos tecidos susceptiveis do hospedeiro. A susceptibilidade do
hospedeiro, a viruléncia do patégeno e as condigdes ambientais favoraveis séo
necessirias para que o processo de infeccdo ocorra (Safeeula, 1975). As
infecgdes podem ser ocasionadas por conidios ou [odsporos. As condigbes
ambientais favordveis para o processo infeccioso e jesporulagdo assexual do
patégeno s#o alta umidade relativa do ar e temperatura l’IEntre 21°C 2 23°C (Shetty

& Safeeulla, 1981; Safeeulia & Shetty, 1978). Exigéncias quanto a intensidade




luminosa também séo verificadas. Para esporular, o patégeno requer um periodo
de no minimo 4 horas de alta intensidade luminosa e a seguir, deve ser
submetido & condigéio de escuro (Schmitt & Freytag, 1974; Safeeulla & Shetty,
1978).

O tubo germinativo cresce sobre a superficie foliar ¢ um apressério se
forma sobre a abertura estomatal (Jones, 1971). A estrutura de penetragio forma
uma vesicula oval, subestomatal, dando origem a uma ou mais hifas de infeccdo.
As hifas crescem nos espagos intercelulares do meséfilo (Maunch-Mani e al.,
1989) e, em cultivares susceptiveis, a colonizagiio sistémica progride com o
desenvolvimento de haustorios (Yeh & Frederiksen, 1980). As hifas atingem o
meristema apical da planta e invadem as folhas e flores em desenvolvimento. Os
sintomas se manifestam sete dias apds a infecglio. Em cultivares resistentes,
necroses ocorrem nos locais de penetragéio (Maunch-Mani ez al., 1989).

Lestes locais desenvolvem-se aproximadamente sete dias apés a
infecgsio (Cohen & Sherman, 1977) e constituem importante fonte de inéculo
conidial para infecgdes sistémicas e locais durante a estagéio de cultivo (Bock &
Jeger, 2002).

Estudos recentes indicam que os conidios de P. sorghi podem causar
infecgdio sistémica néo apenas nos estidios iniciais do desenvolvimento da
cultura, mas também em fases mais avangadas e podem ser também
responsdveis, juntamente com os oésporos, por infecgbes sistémicas em
condi¢Ses de campo (Narayana ef al., 2002). Cabe ressaltar que os conidios s@o
efémeros e morrem dentro de 4 horas apés a maturidade, mesmo sob condigtes
de umidade ¢ temperatura amena.- Portanto, uma ripida disseminacio é
necessaria (Jeger et al., 1998). A disseminago de conidios ¢ veiculada por vento
e dgua. No entanto, também pode ocorrer devido & existéncia de micélio
localizado no pericarpo, no endosperma ou no embriio das sementes
(Chabrabarty et al., 1998; Pinto, 1999).



Virios outros estudos sobre as condigSes ambientais exigidas para
infecgio e esporulagiio assexual de diferentes isolados e também sobre a
epidemiologia da doenga tém sido conduzidos em diférentes regides (Bonde ef
al., 1978; Bonde et al., 1992; Safeeulla & Shetty, 197?; Shenoi & Ramalingam,
1976; Shenoi & Ramalingam, 1979; Ramalingam & Rajasab, 1981; Bonde et al.,
1985; Bock et al., 1998; Bock et al., 1999; Bock et al., 2000b; Wang et al.,
2000; Setty et al., 2001). Alguns destes estudos sugerem pouca variabilidade
morfolégica entre isolados de P. sorghi, limitando a eipecializac;ﬁo em bidtipos
diferentes (Bonde et al., 1985; Bock et al., 2000b). |

A infecgéio pelos o6sporos é favorecida por te ‘peratura minima de 10°C
¢ baixa umidade do solo (Craig, 1986). Alta incidéncia/de infecgdo sistémica foi
encontrada em solos com 80% de areia, temperag?ums entre 24°C-29°C e
umidade a 0,2 bar (Schuh er al., 1987 a;b). Raizes de hospedeiros e néo
hospedeiros podem estimular a germinacédo dos odsporos (Pratt, 1978). Estes
garantem a sobrevivéncia do patégeno na auséncia do ?ospedeiro e favorecem a
disseminagio a longa distancia (Bock & Jeger, 1996). |

A disseminagio dos odsporos no solo pode ser feita por homens ou
animais, aderido aos pés ou implementos (Williams, 1 ‘ 84). A disseminagdo por

das sementes (Chabrabarty er al, 1998; Pinto, 1999). O vento também é
importante na disseminag#o destas estruturas, principalmente a longas distincias

sementes ¢ realizada pelos o6sporos imersos nas glulm¥ ou aderidos a superficie
1

(Jeger et al., 1998; Bock et al., 1997). Devido & dis;eminat;ﬁo de odsporos e
também micélio via sementes, o mildio ¢ uma doenga de importincia .
quarentendria na India e em vérios outros paises (Chabi‘abarty etal., 1998).
Normalmente, a produgéo de odsporos seguejum padrio monociclico,
enquanto a produgdo de conidios pode seguir padrdo policiclico. Nos EUA, os
oésporos agem como fonte primdria e principal dé; indculo para infecgGes
sistémicas, resultando em reboleiras de plantas doe_ntes (Frederiksen, 1980;
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Tuleen er al., 1980; Schuh er al., 1986; 1988). Na india (Ramalingam &
Rajasab, 1981) e em Israel (Cohen & Sherman, 1977), entretanto, os conidios
sdo a principal causa de infecgdo.

Além de sorgo ¢ milho, o patégeno infecta também sorgo vassoura e
outras gramineas e espécies perenes como Sorghum halepense. Isso agrava ainda
mais o problema, pois estas espécies acabam tormando-se fonte de inéculo

constante para cultivos subseqiientes de sorgo (Pande & Singh, 1992).

2.3 Variabilidade patogénica em populagies de fangos

Os fungos fitopatogénicos, devido a sua alta plasticidade genética e o
seu grau de dependéncia em relagio aos fatores ambientais estio sujeitos a
variagbes fenotipicas e genotipicas. Considerando-se as variagdes genotipicas,
ha evidéncias de variabilidade em diversos caracteres, entre eles, a
patogenicidade (Santos, 2003). Se este for o cariter em questdio, variagdes
genotipicas podem ocasionar o surgimento de novas ragas do patgeno. A
existéncia de ragas patogénicas no reino dos fungos foi demonstrada por Barrus
(1911), estudando o sistema feijdo — Colletotrichum lindemuthianum. A quebra
da resisténcia genética de cultivares de trigo a ferrugem do colmo foi constatada
devido & ocorréncia de variantes na populagéio de Puccinia graminis f.sp. tritici,
as quais foram denominadas ragas fisioldgicas (Stakman, 1914). Desde ento,
inimeras ragas tém sido descritas em vérios sistemas patégeno-hospedeiro.
Ragas verticais sfio populagdes do patégeno que podem ser diferenciadas por
suas interagSes com cultivares de uma tnica espécie do hospedeiro que possuem
resisténcia vertical (Robinson, 1969).

Os fatores que determinam alteragSes genéticas em populagdes de
fungos fitopatogenos séio: mutagiio, recombinaciio sexual, heterocariose,
parassexualidade, heranga citoplasmatica e transposons (Casela & Guimariies,
1996). Néo ha relatos especificos sobre os fatores que ocasionam variabilidade
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patogénica em populagdes de P. sorghi. Alids, poucas informagdes sdo

disponiveis sobre a variabilidade apresentada pelo patélgeno. No entanto, sabe-se
que mildios de gramineas produzem grande quantidadql de esporos assexuais em
plantas infectadas e, mesmo com uma taxa de muta;gao relativamente baixa,
muitos esporos assexuais com novos gendtipos virulentos podem surgir durante
a estacio de cultivo. Além disso, a reprodugdo sexual fornece meios para a
recombinagio. De acordo com as bases teéricas da variabilidade patogénica, hd
evidéncia experimental para a ocorréncia de ragas ﬁs&olégicas em pelo menos
alguns dos mildios de gramineas (Williams, 1984).

Estudos mais avangados relativos a esta questio foram conduzidos com
outros oomicetos. Phytophthora infestans em batata ilustra o efeito da variagdo

genética e recombinagdo nas populagdes do patégeno. A maior variagio genética

e recombinagiio sexual permite as populagdes do México, provével centro de
origem de Phytophthora infestans, rapida adaptag:éi,o aos novos genes de
resisténcia empregados, comparadas as populagdes européias (Niederhauser et
al., 1954). J4 a populagio européia de Bremia lactucae é geneticamente varidvel
para viruléncia. Na Europa, o provével centro de origem ¢ diversidade deste
fungo (Hulbert & Michelmore, 1988), os genes de resisténcia tém vida dtil curta .
(Gustafsson et al., 1985). No entanto, a populagéio |da Califérnia ndo é téo
varidvel como a populagdo européia. A geraciio de Tovas ragas por meio da
recombinacéo sexual € limitada na Califérnia (Ilott ez al., 1987).

O marcador genotipico de maior interesse; para fitopatologistas e
melhoristas e, conseqgiientemente, o mais estudado é aivimléncia (McDonald et
al., 1989). Variabilidade patogénica tem sido avaliada t:radicionalmente por meio
de estudos de viruléncia com hospedeiras diferenciadoras, contendo diferentes
genes de resisténcia (McDonald et al., 1989). No entanto, além de anélises de

viruléncia, isoenzimas e técnicas moleculares sfio também utilizadas como
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marcadores para quantificar variabilidade em populages de patdgenos (Casela,
1992).

Muito se avangou no conhecimento sobre a variabilidade de agentes
fitopatogénicos. Isto permitiu, conseqilentemente, avangos no manejo de
doengas por meio da resisténcia genética. A utilizacdo de viruléncia como
marcador na descri¢do da diversidade existente em populagSes de patégenos é
importante no sentido de se identificar dissociagdes de viruléncia que permitam
aumentar a durabilidade da resisténcia (Casela & Guimardes, 1996). Assim
também, a incorporagdo de ferramentas da genética de populagbes tem sido
fundamental para o estudo da variabilidade patogénica. A recombinagéo sexual é
importante em populagdes de reproducgéio sexuada, pela possibilidade potencial
de surgimento de novos gendtipos. O fluxo de genes e a deriva genética t€m
implicagdes no manejo de doengas, pois permitem uma maior visdo do grau de
relacionamento entre populagdes (Casela & Guimaries, 1996).

2.3.1 Variabilidade patogénica em Peronosclerospora sorghi

O primeiro relato de variabilidade patogénica de Peronosclerospora
sorghi em sorgo ocorreu nos EUA, no fim da década de 1970. A nova raga do
patdgeno foi diferenciada devido & pressdo de selegdo exercida pelo cultivo
extensivo de um hibrido comercial de sorgo resistente a doenga (Craig &
Frederiksen, 1980). Atualmente, cinco ragas de P. sorghi tém sido identificadas
nas Américas, trés no Texas (Craig & Frederiksen, 1983), uma no Brasil
(Fernandes & Schaffert, 1983) e uma em Honduras (Fernindez & Meckenstock,
1987; Craig & Odvody, 1992). Estudos com isolados de diferentes regites
geogrificas tém indicado a possibilidade de uma variabilidade maior na
populacdio do patégeno (Pawar et al., 1985; Pawar, 1986). Variabilidade
patogénica também foi relatada em estudos conduzidos na Africa entre
populages de P. sorghi geograficamente distintas (Bock et al., 2000b).
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As trés racas de P. sorghi encontradas no Texas (denominadas ragas 1, 2
e 3) foram identificadas por reagSes diferenciais das anltivares de sorgo Tx412,
CS3541 e Tx430. As ragas 1 e 2 foram diferenciadas di-acordo com a habilidade
em induzir a fase sistémica do mildio, respectivamente, nas cultivares de sorgo
Tx412 e CS3541 (Craig & Frederiksen, 1980). No|entanto, outros estudos
demonstraram a possibilidade de identificar ragas de P] sorghi por diferengas na
habilidade de esporulagio em plantas de sorgo diferenciadoras, em que a
interagdo incompativel entre ragas de P. sorghi e genétipos de sorgo é
caracterizada pela incapacidade do patégeno de esporular nas folhas inoculadas.
Este método de diferenciagfio parece ser tdo preciso quanto os métodos baseados
na habilidade do fungo em induzir a fase sistémica da rioenga, além de requerer
um tempo menor (Craig & Frederiksen, 1983; Sifuentes & Frederiksen, 1988).

No Brasil, a raga de Peronosclerospora sorghi encontrada em 1982 foi
diferenciada pela habilidade de induzir sintomas dL infecgdio sistémica na
cultivar de sorgo BR501, antes resistente & doenga ‘(Femandes & Schaffert,
1983). Apesar dos danos que a doenga tem causado em muitas regibes

brasileiras, este é o inico relato sobre a variabilidade do patégeno no pais.

2.4 Resisténcia a fitopatégenos

O trabalho com resisténcia a patogenos enyolve dois sistemas que
interagem: a patogenicidade (viruléncia — aviruléncia), dependente da
constituicio genética do patdgeno e a reagfio (resistqncia — susceptibilidade),
relacionada ao hospedeiro (Santos, 2003). A base dest interagéo foi elucidada
no patossistema Linum usitatissimum — Melampsora lini ¢ a teoria gene-a-gene
estabelecida. De acordo com esta teoria, para cada gene de resisténcia no
hospedeiro ha um gene correspondente de aviruléncia To patégeno (Flor, 1942).

Esta relagiio tem sido verificada ou sugerida para varios patossistemas

(Thompson & Burdon, 1992). No modelo proposto para explicar a hiptese
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gene-a-gene, patégenos produzem moléculas eliciadoras que sé@o reconhecidas
pelos receptores especificos nos hospedeiros. Quando uma célula receptora
reconhece o eliciador do patégeno, uma resposta de defesa € ativada, a qual
freqiientemente conduz & morte da célula infectada e inibig#io do patégeno. Ao
contrério, quando n&o hé o reconhecimento, tem-se a doenga (Camargo, 1995).

Mutagdes nas populagdes do patdgeno de aviruléncia para viruléncia
conduzem a mudanga ou falha na produgdo do eliciador, que causa o ndo
reconhecimento pelo receptor do hospedeiro. A freqiiéncia de mutantes
virulentos aumenta, ocasionando “quebra” na resisténcia sob este modelo gene-
a-gene (McDonald & Linde, 2002). No cultivo continuo e prolongado do mesmo
gendtipo, a “quebra™ de resisténcia genética se deve a evolugfio da populagio
local do patdgeno devido a selegéio para mutantes, recombinantes ou migrantes,
melhor adaptados a cultivar resistente (McDonald & Linde, 2002). O aumento
da drea de plantio com uma cultivar resistente a uma determinada doenga exerce
pressdo de selegdo na populagdo do patgeno, no sentido de favorecer os
individuos com viruléncia ao(s) gene(s) presente(s) nesta cultivar. Esse processo
€ conhecido como o ciclo “boom and bust” de geragio de cultivares (Van der
Plank, 1968).

A interacdo patégeno-hospedeiro explicada pelo sistema gene a gene,
geralmente controlada por um gene, é amplamente conhecida como resisténcia
vertical (Van der Plank, 1968) ou resisténcia especifica a ragas (Parlevliet,
1981). Resisténcia vertical é frequentemente chamada resisténcia de gene maior
ou resisténcia especifica & raga porque seus efeitos séio grandes e efetivos apenas
contra a porgéio da populacéio do patdgeno que produz o eliciador (McDonald &
Linde, 2002).

A resisténcia que atua uniformemente contra todas as ragas do patégeno
¢ chamada resisténcia horizontal. Este tipo de resisténcia confere protecéio

incompleta e é determinada por mecanismos que dificultam o desenvolvimento
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do patégeno nos tecidos do hospedeiro. Provavelmente, resisténcia vertical
nunca ocorre desacompanhada de resisténcia horizontaIT(V an der Plank, 1968).

|
2.4.1 Resisténcia em sorgo ao mildio i

A resisténcia a P. sorghi, utilizada em pro | as de melhoramento de
sorgo, expressa-se como uma incompatibilidade fisioldgica entre hospedeiro e
patégeno, a qual impede a infeccéio. Esse tipo de resiiéncia ¢é, na maioria das
vezes, de heranca oligogénica e foi utilizada ap6s o ap%rmhento da doenga no
estado do Texas (EUA), em 1961 (Craig & Odvody, 1992).

Embora gendtipos de sorgo resistentes mildio tenham sido
identificados e usados com sucesso na produg#o de hibridos de sorgo resistentes,
poucos estudos sobre a heranca da resisténcia tém Fido relatados (Craig &
Schertz, 1985). Alguns resultados levaram a hipétes&} de que a linhagem de
sorgo QL-3 (resistente as trés ragas identificadas no ]}‘exas) possui dois genes
dominantes independentes condicionando resisténcia, enquanto a linhagem
SC414-12 possui um gene dominante controlando a | sisténcia as trés ragas,
diferente dos genes condicionando resisténcia em QLBI:Craig & Schertz, 1985;
Sifuentes & Frederiksen, 1988; Reddy, e al., 1992), Em trabalho realizado
anteriormente na india, concluiu-se que a resisténcia da cultivar QL3 era
condicionada por 6 genes (Bhat, 1981). As divergéncias entre estes resultados
podem ter sido determinadas, pelo menos em parte, pel? utilizagdo de diferentes
metodologias e selegdes de QL3. Assim também, por d’iferenc;as entre patétipos
dos EUA e da India (Craig & Odvody, 1992). ,

Resisténcia quantitativa de natureza poligénica] existe no germoplasma
de sorgo e é, provavelmente, responsavel por diferengas na incidéncia da doenca
entre cultivares de sorgo que ndio possuem nenhum tipo|de resisténcia especifica
a P. sorghi. Ha, entretanto, que se considerar a diﬁcu’dade de se identificar e

!
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aumentar a freqiiéncia desses genes nos materiais selecionados em programas de
melhoramento (Craig & Odvody, 1992).

A heranga e os mecanismos de resisténcia permanecem mal entendidos e
trabalhos adicionais sdio necessirios para caracterizar estes aspectos de
variedades resistentes (Jeger et al., 1998). Marcadores genéticos ligados a genes
de resisténcia do hospedeiro podem auxiliar na produgiio e desenvolvimento de
cultivares de sorgo com resisténcia multigénica ao mildio. Tais marcadores
podem ser Uteis para entender o mecanismo de resisténcia ao mildio em
cultivares de sorgo e também para clonagem de genes especificos de resisténcia
(Bhavanishankara et al., 1995).

Para a obtengdio de hibridos de sorgo resistentes ao mildio, constantes
avaliagGes no germoplasma de sorgo devem ser feitas, objetivando identificar
fontes de resisténcia & doenga. No Brasil, poucos foram os trabalhos ji
realizados para a identificagdio de fontes de resisténcia ao mildio (Gimenes-
Fernandes, 1981; Gimenes-Fernandes et al., 1984). O sucesso dos programas
genéticos de melhoramento depende, em parte, da eficiéncia das técnicas de
“screening”, ou seja, metodologias precisas e confidveis para avaliagbes e
detecgdes de fontes de resisténcia devem ser padronizadas.

2.4.1.1 Identificaciio de fontes de resisténcia ao mildio

Apesar da existéncia de alguns materiais resistentes & doenga no
mercado, a variabilidade apresentada pelo patégeno obriga os melhoristas e
fitopatologistas a estarem constantemente descobrindo novas fontes de
resisténcia, com o fim de controlar a doenga. Em testes para identificagdo de
fontes de resisténcia ao mildio, a inoculagdo de P. sorghi pode ser efetuada com
o6sporos e/ou conidios, no campo ou em casa de vegetagfio. Na maioria das
vezes, testes realizados em campo s#io feitos utilizando-se inoculagio com

odsporos, principalmente em areas onde essas estruturas s&io os mais importantes
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componentes de epidemias. No Texas (EUA), ava.liag:ﬁéis s#o realizadas em areas
infestadas, nas quais cultivares susceptiveis sdo plantadas para manter altos
niveis de inéculo no solo (Frederiksen, 1980). A inoculagdo conidial em campo
geralmente ocorre quando fileiras de material sujiceptivel inoculado s@o
plantadas dias antes do material a ser testado, como ga:?ntia de inéculo conidial
(Pande & Singh, 1992; Lima ef al., 1982). Na india, o International Crops
Research Institute for the Semi-Arid Tropics (ICRISAT) realiza avaliagSes em
genétipos de sorgo usando combinagiio de fileiras disseminadoras e parcelas
infestadas por odsporos (Pande et al., 1997). Tsem

Testes realizados em casa de vegetagéio incluem “ inoculagéo conidial e de
odsporos (Frederiksen, 1980). Em virios trabalhos foi demonstrada a
possibilidade de se obter infec¢o sistémica em hospedeiros susceptiveis, por
meio da inoculagio com odsporos (Borges, 1978; Craig, 1980; Gimenes-
Fernandes, 1981; Craig, 1983), porém, ndo existe 1 método de inoculacdo
confidvel, que dé resultados consistentes, para a a‘:;iagﬁo de germoplasma
quando se utiliza este tipo de esporos. Técnicas de inoc?boéo conidial tém sido
mais adequadas devido & consisténcia na reprodugio dos resultados
(Frederiksen, 1980). 1

Diferentes técnicas de inoculagio conidial para testes de resisténcia a P.
sorghi em casa de vegetagéo tém sido usadas (Jones, 1970; Schmitt & Freytag,
1974; Craig, 1976; Williams et al., 1982). Estas técnicas diferem em relagéio &
idade das plantas na época de inoculag#io, nas partes das plantas inoculadas, no
método de inoculagdo utilizado e nas condigdes de incutw‘agao ap06s a inoculagéo.
Avaliactes de métodos diferentes de inoculagdio em casa de vegetagdo indicaram
que o método de pulverizagdo em pléntulas de sorgo (apresentando uma folha)
com suspensio conidial (6x10° conidios/ml) é saLisfatério e pode ser
efetivamente usado para evitar escapes da doenga e identificar fontes de
resisténcia (Narayana ef al., 1995). Entretanto, outro método existente e
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importante néo s6 para esta finalidade mas também para identificagéo de racgas, é
o desenvolvido por Craig (1976), que consiste na montagem de uma cdmara de
inoculagdio artificial, onde um sistema de ar comprimido promove a
disseminagfio dos conidios. As inoculagBes sio feitas em plantulas de sorgo,
com duas folhas, utilizando-se folhas infectadas. As avalia¢des sdio realizadas
registrando a presenga ou auséncia de esporulagéo do patégeno.

As relages entre reages a inoculagéo de conidios e a infec¢éio natural
sio complexas e ndo estdo necessariamente correlacionadas j& que os o6sporos
constituem inéculo inicial no solo (Yeh & Frederiksen, 1980). Cultivares de
sorgo resistentes em campo podem se mostrar susceptiveis 4 inoculagio de
conidios em casa de vegetagdo (Yeh & Frederiksen, 1980). Diante disso,
questiona-se o uso de testes de inoculagfio de conidios para avaliagdo de
cultivares resistentes ao mildio (Kenneth & Shahor, 1973). No entanto, estudos
mostram que reacdes & inoculagfio artificial concordam com resultados de
avaliagdes de campo para resisténcia, utilizando-se inéculo natural (Craig, 1976;

Gimenes-Fernandes ef al., 1984).

2.4.1.2 Métodos de avaliagio para resisténcia ao mildio

Para comparar reagSes do hospedeiro é necessirio desenvolver um
efetivo método de avaliacdo (Williams, 1984). Em todos os métodos de
inoculag#io, seja com odsporos ou com conidios, a avaliagio tem sido feita
contando-se o nimero de plantas com sintomas de infecg#io sistémica, embora
em outros trabalhos de inoculagdio com conidios, lesSes locais tenham sido
avaliadas (Craig, 1976; Yeh & Frederiksen, 1980).

Estudos indicaram um método para avaliagdo da resisténcia 20 mildio
em cultivares de sorgo, baseando-se no tipo das lesBes locais resultantes da
inoculagiio das plantas com conidios de P. sorghi (Gimenes-Fernandes et al.,
1984). Houve correlagio entre a nota atribuida s lesGes locais e & porcentagem
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de plantas com sintomas de infecgdo sistémica, aos 30idias apos a inoculagdo e
entre as notas ¢ a porcentagem de plantas com infecc;ﬁo: sistémica em ensaios de
campo. Testes realizados com diferentes linhagens (:ie milho indicaram que
diferencas nos sintomas foliares devem ser de\ﬁdo a diferencas na
susceptibilidade para infecgfio sistémica. Assim, genétipos resistentes devem ser

de infecgdio sistémica. O grau de severidade dos |sintomas foliares, apds

identificados pelas reagSes das folhas inoculadas e m‘iT[ somente pelos sintomas
inoculag@o com conidios em casa de vegetagdo, foi positiva e significativamente
correlacionado com susceptibilidade ao mildio em condigbes de campo (Craig,
1982). A avaliagdo da resisténcia ao mildio, em plz‘mtufas de sorgo, foi realizada
mediante a habilidade das mesmas em permitir ou nio a esporulagéio do fungo

nas folhas inoculadas (Craig & Frederiksen, 1983). |
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CAPITULO 1

IDENTIFICACAO DE RACAS DE PERONOSCLEROSPORA SORGHI,
AGENTE ETIOLOGICO DO MiLDIO DO SORGO, NO BRASIL



RESUMO

BARBOSA, Flavia Christiane Rufini. Identifi cac;io de racas de
Peronosclerospora sorghi, agente etiolégico do mil io do sorgo, no Brasil.
2004, Cap.l p.30-67. Dissertagio (Mestrado em Agronomia/Fitopatologia)-
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.* AT

Os objetivos deste trabalho foram verificar a ocorréncia de ragas de
Peronosclerospora sorghi no Brasil, agente etloléglco do mildio do sorgo, por
meio da avaliagfio da viruléncia de isolados do patogeno em plantas hospedeiras
diferenciadoras e estabelecer qual a melhor metodologla de inoculagio artificial
de conidios para testes de identificagfio de ragas e de|fontes de resisténcia. Os
experimentos foram conduzidos na Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG. -
Foram utilizadas trinta linhagens de sorgo e 25 isolados do patégeno, obtidos
das regiSes Sul e Sudeste do Brasil, locais de cultivo{do sorgo e ocorréncia da
doen¢a. Duas metodologias de inoculagdo foram utilizadas: inoculagdo de
conidios em sementes pré-germinadas e em pléntulas. Utilizou-se como critério
de avaliac@o a presenca ou auséncia de esporulagdo/do patégeno nas plantas
inoculadas ap6s 15 e 10 dias, respectivamente. Alta variabilidade do patégeno
foi verificada entre os 25 isolados nas duas metodologias de inoculagéio. O
método de inoculagdo em sementes pré-germinadas sejmostrou favorével para o
processo infeccioso e a metodologia de inoculagdo em pléntulas foi mais
propicia para testes de identificacéio de ragas, representando melhor a forma de
infecgio por conidios que ocorre no campo. De |acordo com as reagdes
diferenciais dos genétipos utilizando-se a inoculagdo em plintulas, os 25
isolados foram separados em 24 racas; apenas dois|isolados apresentaram a
mesma reagdo diferencial. A analise de agrupamento indicou auséncia de
diferenciag@io geogréfica entre os isolados. |

*Comité de orientagfio: Ludwig H. Pfenning — UFLA; Carlos Roberto Casela -
Embrapa Milho e Sorgo. :
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ABSTRACT

BARBOSA, Fliavia Christiane Rufini. Identification of races of
Peronosclerospora sorghi, the causal agent of sorghum downy mildew in
Brazil. 2004. Cap.l p.30-67. Dissertagdo (Master in Agronomy / Plant
Pathology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Peronosclerospora sorghi is the causal organism of the downy mildew
of sorghum and is known in southern and south-eastern Brazil. These studies
sought to verify the occurrence of races of P. sorghi, in Brazil and to develop an
effective artificial inoculation method to enable diagnosis of pathogen races and
the identification of possible sources of resistance. Experiments were performed
at the research center EMBRAPA Milho e Sorgo in Sete Lagoas, MG, Brazil.
The thirty sorghum genotypes and twenty-five pathogen isolates in this study
were collected from areas in Southern and Southeastern Brazil. Two inoculation
methods were tested: inoculation of conidia in pre-germinated seeds, read after
15 days; inoculation of conidia in seedlings, read after 10 days. Pathogenicity
was assessed based on the presence or absence of sporulation in the inoculated
plants. A high variability was recorded between the isolates tested with both of
the inoculation methods used. Inoculation of pre-germinated seeds produced
high infection rates but seedling inoculation was efficacious in identifying races
presumably because it better represents the manner of conidial infection in
natural conditions. Twenty-four pathogen races could be distinguished in these
tests against the set of differential hosts used and only two isolates showed the
same differential reaction. Cluster analysis applied to the data did not indicate
any coherent geographical pattern of distribution among the twenty-five isolates.

*Guidance committee: Ludwig H. Pfenning — UFLA; Carlos Roberto Casela -
Embrapa Milho e Sorgo.
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1 INTRODUCAO

Ragas fisiologicas sdio populagdes de individuos fitopatdgenos com
caracteristicas morfologicas semelhantes, embora com fisiologia distinta,
exibindo variabilidade genética quanto a patogenicidade rm diferentes cultivares
do hospedeiro (Santos, 2003). O conhecimento e o estudo das ragas de um
patégeno s3o importantes para os programas de melhcj’ramento de plantas. A
partir do levantamento de ragas € possivel trac;ar estratégias para o
desenvolvimento de um programa de melhoramento| visando resisténcia a
doengas ou estabelecer outras medidas de controle (Santbs, 2003).

Peronosclerospora sorghi apresenta variabilidade patogénica, registrada
em vérias partes do mundo onde se cultiva sorgo (Craié & Frederiksen, 1983;
Fernandez & Meckenstock, 1987; Craig & Odvody, 19‘92; Pawar et al., 1985;
Pawar, 1986; de Milliano et al., 1991; Bock et al., 2000). No estado do Texas
(USA), Peronosclerospora sorghi tem respondido & pre isdo de selecdo exercida
pelo cultivo de hibridos de sorgo resistentes e trés ragas jé foram descritas (Craig
& Frederiksen, 1980; Craig & Frederiksen, 1983). l

No Brasil, poucas informagGes foram obtidas, até 0 momento, sobre a
variabilidade desse patdgeno. Em 1982, uma nova raga, diferente das trés
identificadas anteriormente no Texas, foi relatada no pais. Esta nova raca,
denominada raga 4, caracterizou-se pela patogenicidee a cultivar BR501,
anteriormente resistente, que apresentou alta incidénciaj de mildio na regido de
Palotina, no estado do Parané (Fernandes & Schaffert, 1983). Este é o dnico
relato sobre a variabilidade de P. sorghi no Brasil, apesaL' de algumas avaliagdes
em gendtipos de sorgo e milho para reagfio ao mildio (Benzoni Neto, 1981;
Gimenes-Fernandes, 1981; Gimenes-Fernandes, et (al., 1984; Gimenes-
Fernandes, ef al., 1980; Lima ez al., 1982).

Desde os anos 1980, a doenga tem se disseminado no pais e epidemias

tém sido responséveis por danos e perdas em muitas regides produtoras de
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sorgo, principalmente nas regides Sul e Sudeste (Casela, comunicagio pessoal).
A disseminag&o da doenga pelo Brasil reafirma a necessidade de estudos sobre a
variabilidade patogénica de P. sorghi e o posterior desenvolvimento de
cultivares resistentes como alternativa de manejo da doenga (Casela et al.,
2002).

Em contribuigdo aos trabalhos de methoramento e almejando estender os
conhecimentos sobre a variabilidade patogénica de Peronosclerospora sorghi no
Brasil, foram objetivos deste trabalho verificar a ocomréncia de ragas do
patégeno no pais, por meio da avaliagiio da viruléncia de isolados obtidos de
areas de plantio de sorgo, em plantas hospedeiras diferenciadoras, e avaliar qual
a melhor metodologia de inoculagdo artificial de conidios para condugdio de

testes de identificacdo de ragas e de fontes de resisténcia.

2 MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo, no Centro
Nacional de Pesquisa Milho e Sorgo (EMBRAPA), na cidade de Sete Lagoas,
localizada na regifio central do estado de Minas Gerais.

2.1 Genétipos utilizados

Foram utilizadas 30 linhagens de sorgo, entre elas materiais
diferenciadores de ragas, como Tx430 (Craig & Frederiksen, 1983) e BR501
(Fernandes & Schaffert, 1983) (Tabela 1). Dentre os materiais, a cultivar SC283
foi utilizada como padriio de susceptibilidade; QL3 e SC170-6-17 como padrdo
de resisténcia (Frederiksen & Rosenow, 1979; Gimenes-Fernandes et al., 1984;
Pawar, 1986). Todas as sementes utilizadas neste trabalho foram
disponibilizadas pelo Programa de Melhoramento Genético de Sorgo da
Embrapa.
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TABELA 1: Linhagens de sorgo utilizadas para 1dennﬁcac;ﬁo de ragas de
Peronosclerospora sorghi*

QL3 1S2508C } 1S3800
Tx7078 1S6418C 186365
SC170-6-17 Tx412 157528
Tx2536 1S1032 : 1S8185
BR501 152219 ‘ 158283
Tx430 152266 1S8607
SC283 183443 ‘ 182217
BRO005 [S3546 : 183547
CMSXS184 1S3657 182333
CMSXS226 1514332 1S18757

* Todas as linhagens sdo provenientes do Banco de Germoplasma da Embrapa
Milho e Sorgo.

2.2 Obtencdo dos isolados ;

Foram avaliados 25 isolados provenientes ‘de diferentes regides

brasileiras produtoras de sorgo. Estes isolados foram obtidos mediante coleta de
folhas em plantas de sorgo com infecgdo sistémica, nol‘s estados de Sdo Paulo,
Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Paran4. Os locais amostrados foram: Casa
Branca,SP, Paracatu e Sete Lagoas,MG, Pelotas,RS e Pa?lotina,PR (Tabela 2).

As folhas coletadas foram desidratadas em condigdes naturais,
permanecendo sobre folhas de jornal em local coberto jpor aproximadamente 7
dias. Quando secas, foram trituradas em um liquidificador para facilitar a
liberagdo dos odsporos € o material obtido foi misturs;.do superficialmente em
solo esterilizado contido em vasos com cerca de 3 kg. Cerca de 100 sementes da
cultivar de sorgo SC283 foram semeadas neste sol?‘o. O procedimento foi
realizado separadamente para cada local amostrado e os vasos acondicionados
em casa de vegetacdo. Sementes de SC283 também foram semeadas em solo
esterilizado, sem material infectado, para controle dq'disseminagio aérea de
conidios e infestag@o do solo utilizado. |
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TABELA 2: Isolados coletados das regies Sul e Sudeste do Brasil, utilizados

para testes de identificacfio de racas.

N°do isolado Hospedeiro Cidade  Estado Coleta*
001 Sorgo — Sorghum bicolor Sete Lagoas MG  09/2001
002 Sorgo — Sorghum bicolor Sete Lagoas MG  09/2001
003 Sorgo ~ Sorghum bicolor Sete Lagoas MG  09/2001
004 Sorgo — Sorghum bicolor Paracatu MG  08/2002
005 Sorgo — Sorghum bicolor Paracatu MG  08/2002
006 Sorgo — Sorghum bicolor Paracatu MG  08/2002
007 Sorgo — Sorghum bicolor Paracatu MG  08/2002
008 Sorgo - Sorghum bicolor Paracatu MG 0872002
009 Sorgo vassoura - S. bicolor CasaBranca SP  01/2003
010 Sorgo vassoura - S. bicolor  CasaBranca SP  01/2003
013 Sorgo vassoura - S. bicolor  CasaBranca SP  01/2003
014 Sorghum verticilliflorum CasaBranca SP  01/2003
015 Sorghum verticilliflorum CasaBranca SP  01/2003
016 Sorghum verticilliflorum CasaBranca SP  01/2003
019 Sorgo — Sorghum bicolor Palotina PR 03/2003
020 Sorgo — Sorghum bicolor Palotina PR 03/2003
021 Sorgo - Sorghum bicolor Palotina PR 03/2003
022 Sorgo - Sorghum bicolor Palotina PR 03/2003
023 Sorgo — Sorghum bicolor Palotina PR 03/2003
029 Sorgo-S. bicolor (var. BR501) Sete Lagoas MG  03/2003
030 Sorgo-S. bicolor (var. BR501) Sete Lagoas MG  03/2003
031 Sorgo-S. bicolor (var. BR501) Sete Lagoas MG  03/2003
032 Sorgo — Sorghum bicolor . Sete Lagoas MG  03/2003
041 Sorgo - S. bicolor (SC283) Sete Lagopas MG  03/2003
043 Sorgo — Sorghum bicolor Pelotas RS  04/2003

*Més e ano da coleta.
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Plantas com sintomas de infecgdio sistémica foram observadas cerca de
sete dias apés a semeadura. Cada planta sisteimicamente infectada foi
considerada como resultado da infecgdio por um ioésporo de P. sorghi e,
portanto, como infectada por um tnico isolado do patégeno. Assim, o nimero de
plantas infectadas em cada vaso representou o nﬁm’ero de isolados obtidos de
cada local (Casela & Ferreira, 2001). Quando as fblhas infectadas atingiram
tamanho minimo para coleta de conidios (no m" imo aos 15 dias apés a
semeadura para se evitar disseminag@o de conidios), iniciou-se a multiplica¢io
dos isolados, de forma a ter quantidade suficiente de [folhas de cada isolado para
a condugéo dos testes.

2.3 Manutencio e produciio de inéculo ]

Os isolados de P. sorghi foram mantidos e n;nultiplicados na cultivar de
sorgo suscetivel SC283. Utilizou-se a metodologia cfe inoculagdo em sementes
pré-germinadas. f

Sementes da cultivar SC283, previamente esterilizadas com hipoclorito
de sodio a 0,5%, foram colocadas a germinar sobre jpapel de filtro umedecido,
dentro de uma placa de Petri tampada e incubada em BOD por 48 horas, a 32°C
e fotoperiodo de 12 horas. Decorrido este tempo, as sementes germinadas foram
transferidas, com auxilio de uma pinga, para nova placa contendo papel de filtro
umedecido (Figura 1a). Esta placa foi colocada destampada sobre um suporte de
PVC dentro de uma jarra com 13 cm de didmetro € 19 cm de altura (Figura 1b).
Para manter imido o ambiente dentro da jarra, colpcou-se dgua em nivel um
pouco abaixo da placa. Sobre a abertura da jarra colocou-se uma tela sintética
(Figura 1c). Sobre a tela, foram dispostos segnflentos foliares lavados e
infectados sistemicamente, com a face abaxial volta]da para baixo (Figura 1d).
Os segmentos foliares foram cobertos com 6 folhas de papel de germinagéo
umedecidas ¢ uma lidmina de plastico. Toda a estrutura foi amarrada com gomas
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elasticas (Figura le). A cdmara Umida assim formada foi deixada em uma sala a
temperatura constante de 18°C por 16-18 horas, no escuro. Estes procedimentos
foram realizados separadamente para cada isolado.

No dia anterior as inocula¢des para multiplicagdes dos isolados e para os
testes experimentais, os vasos eram acondicionados em uma sala com

iluminacéo constante, para estimular a produgdo de conidios (Schmitt & Freytag,
1974) (Figura 1f).

2.4 Inoculaciio

Foram utilizadas duas metodologias de inoculagfio, descritas a seguir:
a. Inoculag#io de conidios em sementes pré-germinadas

Sementes dos gendtipos a serem avaliados, esterilizadas com hipoclorito
de sédio 0,5%, foram postas a germinar sobre papel de filtro umedecido, dentro
de placas de Petri tampadas e incubadas em BOD por 48 horas, a 32°C e
fotoperiodo de 12 horas. Decorrido este tempo, as sementes germinadas foram
transferidas, com auxilio de uma pinga, para outras placas contendo papel de
filtro umedecido (Figura 1a). As placas foram colocadas destampadas sobre um
suporte de PVC, dentro de jarras com 13 cm de diémetro e 19 ¢cm de altura e
iniciou-se o processo para inoculagdo (Figura 1b). Para manter dmido o
ambiente dentro das jarras, colocou-se dgua em nivel um pouco abaixo da placa
(a esporulagdo do patdgeno s6 ocorre em condigcSes de alta umidade relativa do
ar). Sobre a abertura das jarras foram colocadas telas sintéticas (Figura 1c).
Sobre as telas, foram dispostos segmentos foliares lavados e infectados
sistemicamente com o isolado desejado (folhas coletadas da cultivar SC283,
com idade de 21 a 28 dias), com a face abaxial voltada para baixo (Figura 1d).
Os segmentos foliares foram cobertos com 6 folhas de papel de germinagdo
umedecidas e uma lamina de plastico. Todas as estruturas foram amarradas com

gomas elésticas (Figura le). As cdmaras (midas assim formadas foram
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acondicionadas em sala com temperatura constante a 18°C, por 16-18 horas, no
escuro. i

Apos esse periodo, as camaras foram desmoptadas e, com o auxilio de
uma pinga, realizou-se o plantio das sementes inoc | das em solo esterilizado
contidos em copos plasticos (250ml), distribuidos em bandejas de pldstico. O
plantio foi realizado em casa de vegetagéio, onde as bandejas permaneceram até
a data de avaliagio. A rega foi realizada por capi‘faridade. Aproveitou-se o
momento de inoculagdo de cada ensaio e realizou-se a multiplicagéio dos
isolados.
Devido a limitagdes de espago fisico, em lcada experimento foram
trabalhados 15 genétipos e 3 isolados, num total de 45 tratamentos. Utilizou-se o
delineamento experimental blocos ao acaso, com ﬁmelu subdivididas e 2
repeticSes (3 sementes/copo/repeti¢io). Além disso, os experimentos foram
repetidos 3 vezes, no tempo, num total de 6 repetit;&s. Dentro de cada placa,
foram dispostos 4 gendtipos diferentes (6 sement;ygenétipo), devidamente
separados (Figura la). Assim, para cada isolado, fqram necessarias 4 jarras,
totalizando 12 jarras/experimento (Figura 1g). O cc*njunto de 4 jarras e um
isolado representou uma parcela e os gendtipos dentrt:) das jarras representaram
as subparcelas. Considerando as repeti¢des no tempo, #ara avaliar as reagdes dos
30 genétipos aos 25 isolados foram realizados 54 experimentos. Para a
interpretacdo dos resultados realizou-se andlise de éluster, tomando-se como
base a matriz de distincia euclidiana e o método| de agrupamento UPGA
(Unweighted Pair Group Average). Utilizou-se o programa estatistico SAS.

As multiplicagSes dos isolados foram programadas de acordo com os

croquis e seqiiéncias dos experimentos para que as|inoculagdes ndo fossem
interrompidas por falta de folhas infectadas. |

As avaliagdes foram realizadas aos quinze d'1 apds a inoculagéo, de

acordo com a presenga ou auséncia de esporulagio df P. sorghi na superficie
\
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abaxial das folhas com sintomas iniciais de infec¢do sistémica. As reagdes que
resultaram em esporulag@io foram consideradas susceptiveis e denotadas como
“S”. Aquelas que ndo resultaram em esporulagdo foram classificadas como
resistentes ¢ denotadas “R”. No dia anterior & avaliagfio, as plantas a serem
avaliadas foram colocadas em cimara \imida para estimular a esporulagio. As
bandejas foram dispostas sob as mesas na casa de vegetagio e totalmente
cobertas com tecido encharcado e pldstico. Assim permaneceram até a manhd do

dia seguinte, quando procedeu-se a avaliago.
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FIGURA 1: Seqiiéncia do processo de inoculagdo em sementes pré-germinadas.
(a) Sementes pré-germinadas dos gendtipos a serem inoculados em
placas de Petri; (b) Placas sendo colocadas dentro da jarra utilizada
para a inoculagdo; (c) Tela sintética disposta sobre a abertura da jarra;
(d) Segmentos foliares infectados dispostos sobre a tela; (e) Estrutura
completa amarrada com gomas elasticas; (f) Sala de iluminagéo;
(g) Experimento completo.
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b. Inoculagio de conidios em pliintulas (Craig, 1976, modificado)

Descricfio da estrutura para inoculagfio

A estrutura para inoculagiio foi montada aproveitando-se o sistema de ar
comprimido existente nas instalagSes da Embrapa Mitho e Sorgo. A estrutura é
composta de um registro geral, de tubos galvanizados que recebem o ar dos
compressores externos, filtro para retirada de umidade do ar (Figura 2a), vélvula
solenéide (Figura 2b), manémetro e filtro para limpeza do ar (Figura 2c),
torneiras para regulagem de saida do ar e mangueiras, encaixadas nas torneiras
(Figuras 2d). Hi também um “timer”, para permitir que a circulagfo de ar inicie
6 horas ap6s o preparo das bandejas (inicio da produgdo de conidios) e desligue
apds 6 horas de funcionamento, o tempo suficiente para produgfio de conidios e
ocorréncia da infecgfio (Figura 2¢). As bandejas de plastico utili;adas possuem
dimensdes de 56,4x38,5x20,1 cm e possuem 2 orificios laterais, onde as
mangueiras sfo inseridas, permitindo a entrada de ar (Figura 2f). A tampa das
bandejas foi adaptada de modo a possuir uma abertura retangular em quase toda
a sua extensiio onde foi fixada uma tela de nylon. A disposi¢éio das bandejas
preparadas para o processo de inoculagfio pode ser visualizada na Figura 2g.

Obtenciio do indculo

O indculo consistiu de folhas infectadas com isolados do patégeno,
coletadas da cultivar SC283. As folhas infectadas foram lavadas e cortadas em
segmentos de aproximadamente 5 cm e dispostas sobre a tela de nylon fixadas
nas tampas das bandejas (Figura 2h). Para cada bandeja foram necessérias
aproximadamente 12 folhas e para um experimento completo foram utilizadas,
aproximadamente, 36 folhas/isolado.
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Preparo do material vegetal e inoculacio (preparo das bandejas)

Sementes dos gendétipos a serem avaliados foram postas a germinar em
placas de Petri, sobre papel de filtro umedecido, em BOD a 32°C, durante 48
horas. Apés esse periodo, as sementes germinadas foram transplantadas para
copos plasticos (100 ml) contendo solo esterilizado, dispostos nas bandejas de
inoculagdo. O plantio das sementes germinadas foi realizado em casa de
vegetagdo. Seis dias apos o plantio (plantulas com duas folhas), as bandejas
foram retiradas da casa de vegetagdo e iniciou-se o preparo para inoculagdo.
Ap6s completar o volume de agua dentro das bandejas, estas foram tampadas e
as folhas infectadas coletadas, lavadas, cortadas e dispostas sobre a tela de nylon
com a superficie abaxial voltada para baixo. Sobre as folhas foram colocadas 3
camadas de papel de germinagdo umedecido e, sobre o papel, uma lamina de
plastico (Figura 2h). As bandejas montadas foram levadas imediatamente para a
sala onde esta instalado o sistema de inoculagdo para evitar perda de umidade. A
temperatura da sala foi mantida constante a 18°C. Os papéis umedecidos e dgua
no interior das bandejas garantiram a umidade para esporulag@o. O ar injetado
promoveu a disseminagdo dos conidios sobre as plantas. Regulou-se o “timer”
para o devido funcionamento do sistema. Apds 6 horas de funcionamento, as
camaras umidas foram desmontadas e acondicionadas novamente em casa de
vegetagdo para avaliagdes.

Em cada bandeja foram dispostos 31 copos (30 genétipos a serem
avaliados e a cultivar de sorgo, SC283, susceptivel) (Figura 2i). O delineamento
experimental utilizado foi em blocos ao acaso com parcelas subdivididas e 3
repeticdes. Cada parcela foi representada por uma bandeja inoculada por um
isolado e as subparcelas foram representadas pelos genotipos dispostos
aleatoriamente dentro das bandejas. Devido a limitagdes fisicas e disponibilidade
de bandejas adaptadas para inoculag@o, em cada experimento foram incluidos 30

genotipos e 3 isolados.
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B - T T S T T L U

Para avaliar as reagdes dos 30 gendtipos aos 25 isolados foram
realizados 9 experimentos, sendo o ultimo experimento com somente um
isolado.

Para a interpretagdo dos resultados realizou-se analise de cluster,
tomando-se como base a matriz de distancia euclidiana e o método de
agrupamento UPGA (Unweighted Pair Group Average). Utilizou-se o programa
estatistico SAS.

Avaliacoes

As avaliagGes foram realizadas 10 dias apds a inoculagdao mediante
auséncia ou presenca de esporulacdo do patégeno em lesdes locais (Craig &
Frederiksen, 1983). As reagbes que resultaram em esporulagio foram
consideradas susceptiveis e denotadas como “S”. Aquelas que ndo resultaram
em esporulagdo foram classificadas como resistentes e denotadas “R”. No dia
anterior a avaliagdo, camaras umidas foram montadas em casa de vegetagdo para
uniformizagdo da umidade do ar e garantia de esporulagdio em gendtipos
susceptiveis, conforme mencionado na outra metodologia utilizada neste

trabalho.
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3 RESULTADOS

Inoculagfio em sementes pré-germinadas

Os gendtipos Tx7078, Tx2536, SC283, BR005, CMSXS226, Tx412,
151032, 152219, 152266, 183546, 1S3657, 1S14332, 153800, 1S2217 e 182333
foram susceptiveis (“S”) ¢ os gen6tipos CMSXS184 ¢ IS3547 resistentes (“R”) a
todos isolados testados. Dois isolados provenientes de Sete Lagoas (isolados 29
€ 32) e o isolado de Pelotas (isolado 43) foram virulentos a um niimero maior de
gen6tipos (25), quando comparado aos demais isolados. Ao contrério, o isolado
5, proveniente de Paracatu, foi virulento a apenas 17 genétipos. As reagBes dos
30 genétipos aos 25 isolados estdio representadas na Tabela 3. Em algumas
interagdes verificou-se a presenca de infecgdio sistémica, no entanto, até a data
de avaliagiio nio houve esporulagéio. Estas reagSes foram também consideradas
resistentes pelo padrio de avaliagiio adotado e denotadas como “R*”.

Os gendtipos QL3, SC170-6-17, BR501, Tx430, 1S2508C, 1S6418C,
183443, 186365, 1S7528, 158185, 158283, 1S8607 e 1S18757 apresentaram
reagdes diferenciais. De acordo com essas reagdes, cada isolado se comportou
como uma ra¢a diferente (Tabela 4). Todas as reagdes de resisténcia de 1S7528,
IS8185 e 1S8283 no método de inoculagéio em sementes foram acompanhadas de
infecgio sistémica, no entanto, até a data de avaliagdio nfio foi verificada
esporulagdio. Entre os gendtipos que apresentaram reagdio de resisténcia, apenas
1S3443 e 1S3547 néio apresentaram infecglio sistémica.

A anélise de cluster indicou similaridade entre populagdes do patégeno
geograficamente distantes (Figura 3). Considerando-se uma linha corte
equivalente a uma distincia média de 1.75, a anélise indicou 9 grupos. Os
isolados 20 (Palotina), 32 (Sete Lagoas) ¢ 10 (Casa Branca), obtido de sorgo
vassoura) foram representados separadamente nos grupos III, VI e IX,
respectivamente. No grupo I estiveram 3 isolaﬂos de Sete Lagoas (isolados 41, 2
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e 1), 3 de Palotina (19, 21 ¢ 22) e 1 isolado de Casa Branca, obtido de sorgo
vassoura (isolado 13). No grupo II estiveram os isolad‘ios 14 ¢ 15, ambos de Casa
Branca, obtido de Sorghum verticilliflorum. No grupo IV foram reunidos 3
isolados de Sete Lagoas (31, 30 e 29), o isolado prov?niente de Pelotas (43) e o
isolado 23, de Palotina. No grupo V, os isolados 16 (Casa Branca, obtido de
Sorghum verticilliflorum) e 3 (Sete Lagoas). No grup f V11, estiveram 2 isolados
de Paracatu (8 e 7), ¢ um isolado de Casa Branca,Tobtido de sorgo vassoura
(Isolado 9). O grupo VII foi composto pelos igolados 5, 6 e 4, todos
provenientes de Paracatu.

|
Inocula¢iio em plintulas ,

Os gendtipos Tx2536, SC283, CMSXS226, Tx412 e 1S1032 foram
susceptiveis (“S”) e os genétipos SC170-6-17, Tx430, CMSXS184, 1S2508C,
1S6418C, 1S8185C, 158283, IS8607 e 1S3547 resi#entes (“R”) a todos os
isolados. O isolado 30, proveniente de Sete Lagoas, foi virulento a um numero
maior de genétipos (17). Ao contrério, os isolados 7 e 8 (Paracatu), 23 (Palotina)
e 29 (Sete Lagoas), foram virulentos a apenas 7 genétipos. As reagdes dos 30
genotipos aos 25 isolados estdo representadas na Tabela 5.

O isolados 4 e 41 apresentaram 0 mesmo comportamento. Os demais
isolados se comportaram como ragas diferentes. Esto?s comportamentos foram
devido s reagdes diferenciais dos genétipos QL3, Tx7078, BRS01, BROOS,
1S2219, 152266, 1S3443, 1S3546, 1S3657, 1S14332, E‘S3800, IS6365, 1S7528,
182217, 152333, 1S18757 (Tabela 6). Os gendtipos SC170-6-17, Tx430,
182508C, 1S6418C, IS8185, 158283 e 1S8607, qvlle apresentaram reagdes
diferenciais no método de inoculagio em sementes, fémn resistentes a todos os
isolados pelo método de inoculagio em pléntulas. |

A anilise de cluster indicou também similarihade entre populagdes do

patdgeno geograficamente distantes (Figura 4). Consid‘erando-se uma linha corte
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de 1,75, a andlise indicou 11 grupos. Os isolados 1 (Sete Lagoas), 13 (Casa
Branca, obtido de sorgo vassoura), 14 e 15 (Casa Branca, obtidos de Sorghum
verticilliflorum e 19 (Palotina) foram representados separadamente nos grupos I,
V, VII, XI e X, respectivamente. No grupo II estiveram 2 isolados de Sete
Lagoas (32 e 2). No grupo III, estiveram 4 isolados de Sete Lagoas (31, 30, 41,
3), o isolado 43 de Pelotas, o isolado 10 de Casa Branca, obtido de sorgo
vassoura, o isolado 4 de Paracatu, que apresentou comportamento semelhante ao
do 41 e o isolado 16, de Casa Branca, obtido de Sorghum verticilliflorum. No
grupo IV, foram separados os isolados 5 e 6, ambos de Paracatu. No grupo VI,
estiveram os isolados 21 de Palotina e o isolado 9 de Casa Branca, obtido de
sorgo vassoura. No grupo VIII, os isolados 7 e 8, ambos de Paracatu. No grupo
IX, estiveram 3 isolados de Palotina (23, 22 e 20) e um isolado de Sete Lagoas
(29).
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TABELA 4: Identificagio de ragas de Peronosclerospora sorghi, de acordo com as reagdes de 15 cultivares de sorgo
diferenciadoras, pelo método de inoculagfio em sementes pré-germinadas.

Isolados/Reagio"”

10 13 14 15 16 19 20 21 22 23 29 30 31 32 41 43

Gendtipos

2 3 4 5 6 7 8 9
S S S RRRRRRRRSS SRRURS S S SRS S S

1

QL3

R RRRRRRRRRRRRRRRRRRRSS S R S

SC170-6-17

BR501

S § 8 §$ 8 § 8 8 S R 8 8§ § § § S S 8 S S S 8 S8 8 s

R RRRRRRRRRRRRRSIRRRSS S S S5 8 8
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S S RS S S RRRS S5 S8 8§ S S S S 8 S 8 S S S 8§ S8

1S3443
186365
1S7528
1S8185

(7,
b

R RSRRSRRRS S S S S S S S S s S S S 8 § s
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S S S RRRSRRS S SRRS S S S SRS RRS SR

i

1S8607
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183547
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08: susceptivel; R: resistente.
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FIGURA 3: Dendrograma das disténcias entre os 25 isolados de Peronosclerospora sorghi de acordo com a
viruléncia apresentada 2 30 genétipos de sorgo, pelo método de inoculagio em sementes pré-
germinadas. Isolados 1, 2, 3, 29, 30, 31, 32 e 41; Sete Lagoas; 4, 5, 6, 7 e 8: Paracatu; 9, 10, 13,
14, 15 e 16: Casa Branca; 19, 20, 21, 22 e 23: Palotina; 43: Pelotas.



TABELA 5: Reagdes dos 30 genétipos de sorgo aos 25 isolados de P. sorghi pelo método de inoculagdo em plantulas.

Isolados/Reagio'”

Genétipos

22 23 29 30 31 32 41 43
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TABELA 5, Cont.

Isolados/Reaciio"”’
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('S: Susceptivel; R: registente.
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TABELA 6: Identificagiio de ragas de Peronosclerospora sorghi, de acordo com as reagdes de 18 cultivares de sorgo

diferenciadoras, pelo método de inoculagfio em pléntulas.
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TABELA 6, Cont.

Genotipo Isolados/Reago""
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('S: Susceptivel; R: resistente.
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FIGURA 4: Dendrograma das disténcias entre os 25 isolados de Peronosclerospora sorghi de acordo com a
viruléncia apresentada a 30 gen6tipos de sorgo, pelo método de inoculagio em pléntulas,
Isolados 1, 2, 3, 29, 30, 31, 32 e 41: Sete Lagoas; 4, 5, 6, 7 ¢ 8: Paracatu; 9,10, 13, 14, 15 e
16: Casa Branca; 19, 20, 21, 22 e 23: Palotina; 43: Pelotas.



4 DISCUSSAO

Para a identificagéo da variabilidade patogénica, utiliza-se a categoria
infra-especifica de raga, sendo sua determinagio somente possivel com o uso de
cultivares capazes de demonstrar fenotipicamente respostas diferenciadoras para
resisténcia ou susceptibilidade a determinada doenca (Santos, 2003). Ragas
verticais s#o populagdes do patégeno que podem ser diferenciadas por suas
interagBes com cultivares, de uma mesma espécie do hospedeiro, que possuem
resisténcia vertical (Robinson, 1969). A variabilidade patogénica tem sido
relateda em populagdes de P. sorghi (Craig & Frederiksen, 1983; Fernandes &
Schaffert, 1983; Fernandez & Meckenstock, 1987; Craig & Odvody, 1992;
Pawar et al., 1985; Pawar, 1986; de Milliano et al. 1991; Bock ef al., 2000). Os
resultados obtidos neste trabalho também concordam com esses resultados e
evidenciaram a existéncia de variabilidade patogénica em populagdes de P.
sorghi do Brasil.

Os dois métodos de inoculagio utilizados para a identificagfio de ragas
apresentaram resultados diferentes, embora ambos tenham demonstrado a
existéncia de alta variabilidade do patégeno nas condigdes brasileiras. As
diferengas observadas podem estar relacionadas, pelo menos em parte, 3 idade
da planta na época de inoculagdio. A inoculagfio em sementes pré-germinadas
pode ter favorecido o processo infeccioso, pois foi feita diretamente na radicula,
uma condigio artificial, que provavelmente ndio ocorre no campo. Isto condiz
com resultados de outros trabalhos, segundo os quais a inoculagio de conidios
em sementes pré-germinadas ndo é natural e ndio deve ser utilizada para
identificar resisténcia (Pawar, 1986; Narayana et al., 1995).

Aparentemente, o método de inoculagio em sementes foi mais dréstico
em relagio ao método de inoculagio em pléntulas, por exemplo, o limite de
menor valor de viruléncia no teste de inoculagio em sementes (17 gen6tipos
infectados pelo isolado 5) foi igual a0 maior valor obtido pelo isolado 30 no
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teste de inoculagdio em plantulas. No método de inoculagdo em sementes pré-
germinadas, 50% dos genotipos avaliados foram, susceptiveis a todos os
isolados, enquanto no método de inoculagdo em plﬁnt‘ulas, apenas 17% o foram.
Possivelmente, o método de inoculagdo idealizado por Craig (1976), no qual a

inoculagdo de conidios ¢é feita em pléntulas, se aproxima mais da disseminag&o

natural que ocorre no campo (Craig, 1976; Craig & Frederiksen, 1983). Em
relag#io 4 inoculagdo de conidios em plantulas para identificagfio de ragas, alguns
trabalhos sugerem pulverizagbes com concentrat;ﬁfes conhecidas de inoculo
(Pawar, 1986; Narayana et al., 1995; Bock ef al.,i 2000). No entanto, como.
vantagens da técnica de Craig (1976) pode-se citar que ndo sdio necessirios
cuidados adicionais com os conidios, os quais s&o bastante frageis e apresentam
vida atil curta, e que também a técnica reduz a ocorréncia de escapes, devido 4
eficiente disseminagdo dos conidios pelo fluxo dejar existente na cimara de
inoculag#o. |

Considerando os resultados da inoculagéo em pléntulas, pode-se dizer
que a populac@io de P. sorghi existente no Brasil, ¢ avaliada neste trabalho,
difere da relatada no Texas. A raga 3 presente no ' Texas foi identificada pela
esporulagéio diferencial na cultivar Tx430 (Craig & Frederiksen, 1983), o que
nfio ocorreu em nenhuma interagdo gendtipo-isol do avaliada neste trabalho.
Apesar da esporulagiio dos isolados 29, 30, 31, 32, 41 (Sete Lagoas), 19 e 23
(Palotina), e 43 (Pelotas) ocorrida neste genétipSO mediante inoculagdo em
sementes pré-germinadas, levou-se em considemx;ﬁro novamente a drasticidade
do processo de inoculagdo. Consideragdes semelhantes foram feitas em outros
estudos. A drasticidade do método de inoculagéo d# conidios em sementes pré-
germinadas pode mascarar a resisténcia de Tx430 e futros gendtipos a raga 1, no
Texas (Pawar, 1986). !

Atencdio deve ser despendida & identific da raca 4 com base na
reacg#io diferencial da cultivar BR501 em Palotina (Fprnandes & Schaffert, 1983).

|

J
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Seis isolados de Sete Lagoas (1, 2, 29, 30, 31 e 32), 3 obtidos da populagiio de
Palotina (19, 20 e 22) e o de Pelotas (43) foram virulentos a BR501, no método
de inoculagdo em pléntulas. Nenhum dos isolados de Paracatu e Casa Branca
foram virulentos & variedade citada. Apesar destes resultados, nio ha como
sugerir que os isolados de Sete Lagoas e Palotina ou algum deles seja
especificamente a raga 4, relatada por Fernandes & Schaffert (1983). Os isolados
de Sete Lagoas diferiram entre si pela viruléncia a outros genétipos e o mesmo
comportamento foi verificado para os isolados de Palotina. No trabalho de
Fernandes & Schaffert (1983), a identificacdio da raca 4 foi feita mediante
avaliagiio de sintomas de infecg#io sistémica no campo, nio tendo sido obtidas
populagSes coletadas no hospedeiro e testadas em condiges controladas de casa
de vegetaglo. E possivel que, no local de ocorréncia da epidemia em Palotina, a
“raga 4” fosse constituida, na realidade, por um grupo de isolados virulentos a
BR501 e que, provavelmente possuiam diferengas entre si com relagio a
viruléncia a outros genétipos. Deve-se considerar que avaliagio de infecgdio
sisttmica em campo infere avaliagdo de resisténcia do gendtipo e ndo
variabilidade do patgeno, pois as condi¢Ses ndo sdo controladas. Em resumo, o
estudo da variabilidade patogénica quando niio se dispde de uma série
diferencial estabelecida, exige grande nimero de genétipos, condigdes
controladas em casa de vegetacéio e obtengéo de vérios isolados da populagéio do
patégeno (Santos, 2003).

Além de Tx430, os genétipos Tx412 e CS3541 tém sido utilizados para
diferenciagdo de ragas de P. sorghi no Texas (Craig & Frederiksen, 1980; 1983).
Um nimero maior de genétipos e iselados provenientes da América do Norte
(Texas), América Central (Honduras), América do Sul (Brasil), Africa (Nigéria e
Etiopia) e Asia foram utilizados para estudos da variabilidade do patégeno
(Pawar et al., 1985; Pawar, 1986). Os genétipos que apresentaram reagdes
diferenciais aos dois métodos de inoculagéio neste trabalho foram: QL3, BR501,
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1S3443, 156365, 157528 e I1S18757. Os gendtipos SC170-6-17, Tx430, 1S8185,
diferenciadores apenas no método de inoculagdo iem sementes, os genétipos
TX7078, 1S2266 ¢ 1S2333 apenas no método de ipoculag:io em plantulas ¢ o
genétipo BR501, com rea¢les diferenciais nos dois métodos, apresentaram
comportamento diferencial também nos estudos coﬁduzidos por Pawar (1986).
Outros gendtipos avaliados pelo autor apresentaram reagdes diferenciais, mas
ndo foram incluidos neste trabalho. |

E necessirio estabelecer uma série diferencial, que possa ser
padronizada e utilizada futuramente em trabathos de monitoramento de ragas de
P. sorghi. Para isso, deve-se levar em consideragéo ° método de inoculaggo a ser
utilizado. Os resultados obtidos mediante inocplat;ﬁo em sementes pré-
germinadas, em que o patdgeno consegue infectar o hospedeiro (infecgdo
sistémica), mas néio completa seu ciclo na planta, indicam a possivel existéncia
de algum tipo de resisténcia capaz de retardar, o ciclo do patégeno no

hospedeiro, que poderia ser uma forma de resisténcia horizontal. Ha fortes

indicagGes de que resisténcia horizontal ao mildio e;xista em sorgo (Frederiksen
et al., 1973). Diferencas na intensidade de esporﬂlagio entre gen6tipos ndo
foram mencionadas e nem quantificadas neste trabalho, mas foram verificadas
durante as avaliagSes. Também foram notadas dﬁferenqas na densidade de
esporulagio em combinagdes compativeis hospedeiro-patogeno por Craig &
Frederiksen (1983). ‘

A variabilidade verificada foi maior do que Ljé relatada para P. sorghi.
No método de inoculagiio em sementes, cada isoladp se COmportou como uma
raga diferente. No método de inoculagéio em plﬁnmligs, 2 isolados apresentaram
comportamento semelhante, evidenciando a existénc’?a de 24 ragas diferentes. A
alta variabilidade encontrada tem o respaldo das pesquisas desenvolvidas por
Pawar et al. (1985) e Pawar (1986). Dezesseis isolados de Peronosclerospora

sorghi foram avaliados para viruléncia em 75 cultivares de sorgo usando um
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CAPITULO 2

IDENTIFICACAO DE FONTES DE RESISTENCIA AO MILDIO PO
SORGO (Peronosclerospora sorghi)



RESUMO

BARBOSA, Fldvia Christiane Rufini. Identificaciio de fontes de resisténcia ao
mildio do sorgo (Peronosclerospora sorghi). 2004. Cap.2, p.68-89. Dissertagdo
(Mestrado em Agronomia / Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

O objetivo deste trabalho foi identificar novas fontes de resisténcia ao
mildio do sorgo (Peronosclerospora sorghi) no Brasil, visando a sua utilizag#o
em programas de melhoramento para resisténcia a esta doenga. Quarenta e dois
genétipos de sorgo, entre eles linhagens e hibridos da Embrapa Milho e Sorgo,
foram avaliados em campo, sob condi¢des de infecgdo natural, para reagdio ao
mildio, com base na porcentagem de plantas com infec¢lio sistémica. Os
experimentos foram conduzidos em dois locais distintos dentro da drea
experimental da Embrapa Milho e Sorgo. Os mesmos genétipos foram avaliados
em casa de vegetagfo para reagéio a 10 isolados de P. sorghi obtidos em dreas de
ocorréncia da doenga no Brasil, previamente caracterizados cada qual como uma
raga diferente. Utilizou-se, no teste conduzido em casa de vegetaciio, a
metodologia de inoculagio de conidios em plintulas e as avaliagdes foram
realizadas de acordo com a presenga ou auséncia de esporulagéo do patégeno, 10
dias apés a inoculagio. Os gendtipos CMSXS156B, CMSXSI157B,
CMSXS234B, TxARG-1B, 9910032, 9910296, Tx430, QL3 e SC170-6-17
foram resistentes em campo e casa de vegetacdio e sfio provaveis fontes de
resisténcia ao mildio do sorgo no Brasil. Todos os genétipos resistentes em casa
de vegetagiio foram resistentes também em campo. Por outro lado, alguns
gendtipos resistentes em campo apresentaram reagiio de susceptibilidade em
casa de vegetagfio. Todos os materiais susceptiveis em campo, com um minimo
de 20% de infecglio, apresentaram o mesmo comportamento em casa de
vegetagdo. Houve indicagdio da existéncia de variabilidade genética na
populagdo do patdgeno presente em Sete Lagoas, pela ocorréncia de reacéio de
suscetibilidade na cultivar BR501 em um local de avaliagéio e de resisténcia em
outro Jocal.

* Comité de orientagdo: Ludwig H. Pfenning — UFLA; Carlos Roberto Casela —
Embrapa Milho e Sorgo.
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ABSTRACT

BARBOSA, Flavia Christiane Rufini. Identification of sources of resistance to
sorghum downy mildew (Peronosclerospora sorghi). 2004. Cap. 2, p. 68-89.
Dissertation (Master in Agronomy / Plant Pathology) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

The objective of this work was to identify new sources of resistance to
sorghum downy mildew (Peronosclerospora sorghi) in order to provide new
material for breeding programs aimed at the development of new resistant
cultivars. The experiments were performed in the experimental area and
greenhouse facilities of the research center EMBRAPA Milho e Sorgo at Sete
Lagoas, MG. Forty-two sorghum genotypes were evaluated in the field in two
distant areas to see their reaction to the disease under natural conditions. The
evaluation was made based on the percentage of systemically infected plants,
The same genotypes were also tested in the greenhouse, to evaluate their
reactions to 10 isolates of P. sorghi, previously characterized as different races
of the pathogen. In this experiment seedlings were inoculated with conidia and
pathogenicity was assessed based on the presence or absence of sporulation in
the inoculated plants after 10 days. The host genotypes CMSXS156B,
CMSXS157B, CMSXS234B, TxARG-1B, 9910032, 9910296, Tx430, QL3 and
SC170-6-17 were resistant in both field and greenhouse tests and can therefore
be considered as sources of resistance that could be used in breeding programs
for downy mildew resistance. All host genotypes tested, that were resistant in the
greenhouse were also resistant in the field. On the other hand, some genotypes
resistant in the field showed susceptibility to the same pathogen race in
greenhouse tests. Finally, all genotypes that were susceptible in the field with
more than 20% systemic infection were also highly susceptible in the
greenhouse. Evidence of pathogen race distribution within the EMBRAPA
station at Sete Lagoas could be seen in the emergence of disease in cultivar
BR501 in one area while no systemic infection of this cultivar could be detected
in another.

*Guidance committee: Ludwig H. Pfenning — UFLA; Carlos Roberto Casela -
Embrapa Milho e Sorgo.
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1 INTRODUCAO

O mildio do sorgo, causado por Peronosclerospora sorghi, pode
ocasionar perdas significativas a produg¢fo de sorgo em éreas e anos favoraveis a
sua ocorréncia e em cultivares de alta susceptibilidade (Casela & Ferreira,
2001). No Brasil, o mildio, antes restrito aos estados da regiéio Sul, tem ocorrido
também nos estados da regidio Sudeste do pais e, mais recentemente nos estados
da regido Centro-Oeste (Casela & Ferreira, 2001). Na regido Sudeste a doenga
foi observada com alta incidéncia e severidade, causando perdas significativas
em lavouras de produgdo de sementes. Os prejuizos para produtores de sementes
podem ser grandes pois, de acordo com as normas do Ministério da Agricultura,
a presenca de uma planta com mildio sistémico em um campo de produgéio de
sementes de sorgo é suficiente para que ele seja condenado.

A utilizagdo da resisténcia genética é a estratégia mais eficiente para o
controle da doenca (Frederiksen & Renfro, 1977;:Gimenes-Fernandes et al.,
1984). No entanto, a variabilidade apresentada por P. sorghi representa um
problema para o desenvolvimento de cultivares de sorgo resistentes a este
patégeno (Casela et al., 2002). Devido a esta variabilidade, os programas de
melhoramento de sorgo tém procurado diversificar as fontes de resisténcia, a fim
de reduzir a vulnerabilidade da cultura & doenca (Craig, 1980). Estudos sobre a
variabilidade apresentada pelo patdgeno no Brasil sdo escassos. Entretanto, os
resultados obtidos no capitulo 2, referente & identificag@io de ragas do patogeno,
revelam a alta variabilidade apresentada por P. sorghi. Um dos maiores desafios
para fitopatologistas ¢ melhoristas € obter cultivares com resisténcia genética
estavel e durdvel a patdgenos altamente variaveis (Pawar, 1986).

Para identificar fontes de resisténcia ao mildio, as inoculagdes podem
ser efetuadas com oo6sporos e/ou conidios, no campo ou em condigdes

controladas de casa de vegetagdo. A realizagfio de testes em campo é comum,
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principalmente onde oé6sporos sdo os mais importantes componentes das
epidemias (Frederiksen, 1980). A inoculagéo natural de conidios em campo é
feita plantando-se fileiras de material susceptivel inoculado 20 a 25 dias antes do
material a ser testado (Pande & Singh, 1992; Lima et al., 1982). As avaliacdes
sdo realizadas considerando-se a incidéncia de plantas com sintomas de infecgio
sistémica. Testes realizados em casa de vegetacéio, principalmente utilizando-se
técnicas de inoculagéo de conidios, tém sido preferidas devido a consisténcia nos
resultados obtidos (Frederiksen, 1980). Neste caso, pode-se avaliar sintomas de
infecgfio sistémica, mas também avalia-se a presenca ou auséncia de esporulagdo
do patdgeno (Craig & Frederiksen, 1983). Diferentes técnicas de inoculaggo de
conidios séo usadas para testes de resisténcia a P. sorghi em casa de vegetagiio
(Jones, 1970; Schmitt & Freytag, 1974; Craig, 1976; Williams et al., 1982). E
importante ressaltar que, no Brasil, poucos foram os trabalhos j4 realizados para
a identificacdo de fontes de resisténcia ao mildio do sorgo (Gimenes-Fernandes,
1981; Gimenes-Fernandes e? al., 1984). Apesar da existéncia de alguns materiais
resistentes & doenga no mercado, a variabilidade apresentada pelo patégeno
obriga melhoristas e fitopatologistas a estarem constantemente buscando novas
fontes de resisténcia ao mildio (Santos, 2003).

Neste trabalho foram avaliados linhagens e hibridos de sorgo para
reacéo ao mildio, provenientes do programa de melhoramento da Embrapa
Milho e Sorgo, almejando identificar novas fontes de resisténcia & doenga.

2 MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos em campo e casa de vegetagéo, no
Centro Nacional de Pesquisa Milho e Sorgo (EMBRAPA), localizado na cidade
de Sete Lagoas, na regi#io central do estado de Minas Gerais.
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2.1 Genétipos utilizados

Quarenta e dois gendtipos de sorgo foram avaliados para reagdo ao
mildio, entre eles hibridos e linhagens do Programa de Melhoramento da
Embrapa, alguns dos quais com reagdo ja conhegida como Tx430 e BR501,
utilizados para a identificagdo de ragas do patégeno"(Craig & Frederiksen, 1983;
Fernandes & Schaffert, 1983). Foram utilizados também genétipos considerados
resistentes, como QL3 e SC170-6-17 (Frederiksen & Rosenow, 1979; Gimenes-
Fernandes et al, 1984 ¢ Pawar, 1986). A cultivar SC283 foi utilizada como
padrdio de susceptibilidade. Todas as sementes utilizadas foram disponibilizadas
pelo Programa de Melhoramento de Sorgo da Embrapa. A listagem completa
dos gendtipos avaliados pode ser verificada na Tabela 7.
2.2 Avaliacides de gendtipos de sorgo a Pemnosclegfospom sorghi em campo

Para a obtengdio de infecgdio utilizou-se 'a combinagiio de fileiras

disseminadoras e dreas infestadas por odsporos, como realizado pelo ICRISAT
na India (Pande et al., 1997). .

Dois locais naturalmente infestados dentro da drea experimental da
Embrapa foram utilizados. Estes locais (denominados local 1: Mangueiras; local
2: Goiabeiras) sdo areas reservadas para testes de resisténcia ao mildio na
Embrapa, onde a manutengéio de altos niveis de in6culo no solo é feita com
plantios consecutivos da cultivar susceptivel SC283 e posterior incorporagiio dos
restos culturais (Frederiksen, 1980). Os materiais a serem avaliados foram
semeados em parcelas de uma fileira de Sm entre duas de SC283, também de Sm
cada. As fileiras de SC283 foram semeadas aproximadamente 30 dias antes do
plantic do material a ser testado para atuarem como indicadoras do nivel de
infec¢do natural existente no local e como fonte de inéculo conidial.
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TABELA 7: Linhagens e hibridos de sorgo avaliados para reag#io ao mildio*

Designacéo Descrigio Designacio Descricdo
BR001 Linhagem 9929054 Linhagem
CMSXS156B Linhagem 9930002 Linhagem
CMSXSI157B Linhagem 9910032 Linhagem
CMSXS205B Linhagem 9910296 Linhagem
CMSXS206B Linhagem 0025178 Linhagem
CMSXS217B Linhagem 0025378 Linhagem
CMSXS222B Linhagem 0025530 Linhagem
CMSXS230B Linhagem Tx430 Linhagem
CMSXS231B Linhagem QL3 Linhagem
CMSXS232B Linhagem BR501 Variedade sacarino
CMSXS233B Linhagem SC170-6-17 Linhagem
CMSXS234B Linhagem CMSXS761 Hibrido
ARG-1B Linhagem CMSXS762 Hibrido
Tx611B Linhagem BRS610 Hibrido
Tx635B Linhagem 0009033 Hibrido
B8902 Linhagem 0009055 Hibrido
IS10317B Linhagem 9817011 Hibrido
BRO12R Linhagem 9817020 Hibrido
CMSXS180R Linhagem 9817029 Hibrido
CMSXS182R Linhagem BR304 Hibrido
9929044 Linhagem BR307 Hibrido

* Todos os materiais s&o provenientes do Banco de Germoplasma do CNPMS.

Utilizou-se o delincamento experimental blocos ao acaso, com 3
repetigBes. A densidade de plantio foi de 20 plantas/metro. O plantio das fileiras
disseminadoras (SC283) foi realizado dia 08/01/2003 e o material a ser testado
foi semeado dia 10/02/2003.

As avaliagSes de incidéncia foram realizadas aos 60 dias apés o plantio,
contando-se o niimero total de plantas de cada parcela e o nimero de plantas
com infecgdio sistémica. Foram calculadas as porcentagens de plantas doentes ¢
as reagdes dos genétipos separadas em quatro categorias (Frederiksen, 1980):
resistente, até 6% de plantas com infec¢do sistémica; moderadamente resistente,
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entre 6% ¢ 11% de plantas com infecgdo sistémica; moderadamente susceptivel,
entre 11% e 20% de plantas com infecgdo sistémica; susceptivel, acima de 20%
de plantas com infecg#o sistémica. Para a interpretagio dos resultados realizou-
se andlise de cluster, tomando-se como base a matriz de distincia euclidiana e o
método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Average). Foi utilizado o programa estatiktico NTSYS.

2.3 Avaliagdes de gendtipos de sorgo a Peronosclerospora sorghi em casa de
vegetaciio

Os 42 gendtipos avaliados em campo foram também avaliados em casa
de vegetagdio pelo método de inoculagdo em plintulas (Craig, 1976,
modificado). Este método foi utilizado por ter apresentado resultados mais
uniformes e, portanto, mais confidveis, no teste de identificagdo de racas,
relatado no capitulo 1. |

Para este trabalho foram selecionados 10 isolados de P. sorghi (isolados
1,3,4,9, 14, 19, 21, 30, 41 e 43 ~ Tabela 8), de fqrma a representar todas as
regides amostradas, conforme mencionado no capitulo 1. Estes isolados foram
identificados como ragas distintas de P. sorghi no tesfé de identificagdo de ragas.

Os procedimentos adotados para inoculagib em plantulas foram os
mesmos adotados para a metodologia ja descrita no teste de identificacdo de
racas. Para avaliar as reagGes dos 42 genétipos aos 10 isolados foram realizados
8 experimentos. Devido a limitagSes de espaco fisico e de bandejas adaptadas
para a inoculagfio, os 42 genétipos foram separados em dois grupos de 21. Para
cada grupo foram constituidos quatro experimentos, sendo trés inoculados com
trés isolados ¢ um com apenas um isolado. Em cada bandeja de inoculagéo
foram dispostos 22 copos (21 genétipos a serem avaliédos e a linhagem SC283,

incluida como controle susceptivel). O delineamento experimental utilizado foi
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blocos ao acaso com parcelas subdivididas e trés repetigdes. Cada parcela foi
representada por uma bandeja inoculada por um isolado ¢ as subparcelas foram

representadas pelos gendtipos distribuidos ao acaso dentro de cada parcela.

TABELA 8: Isolados de Peronosclerospora sorghi utilizados para inoculagfio
artificial em plantulas de sorgo em casa de vegetago.

Isolado Hospedeiro Cidade Estado Coleta*
001 Sorgo — 8. bicolor Sete Lagoas MG  09/2001
003 Sorgo - S. bicolor Sete Lagoas MG  09/2001
004 Sorgo - S. bicolor Paracatu MG  08/2002
009 Sorgo vassoura CasaBranca SP  01/2003
014 Sorghum verticillifforum CasaBranca SP  01/2003
019 Sorgo - S. bicolor Palotina PR 03/2003
021 Sorgo - S.bicolor Palotina PR 03/2003
030 Sorgo - S.bicolor (BRS01)  SeteLagoas MG  03/2003
041 Sorgo - S. bicolor (SC283):  SeteLagoas MG 032003
043 Sorgo - S. bicolor Pelotas RS 0472003

* Més e ano de coleta

No dia anterior a avaliagdo, os genétipos foram submetidos a uma
cdmara umida montada em casa de vegetacéo para estimular a esporulagéo. As
bandejas foram colocadas sob mesas na casa de vegetagéio que foram totalmente
cobertas com pano Gmido e plastico, por um periodo de aproximadamente 16
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horas. As avaliagSes foram realizadas 10 dias ap6s a inoculagdo. As reagdes que
resultaram em esporulacfio nos sintomas iniciais de infec¢fio sistémica foram
consideradas como indicadoras de reacfio de compatibilidade e classificadas
como suscetiveis. Aquelas que ndo resultaram em esporulagio foram
consideradas como indicadora de reagdio de incompatibilidade e classificadas
como resistentes (Craig & Frederiksen, 1983).

3 RESULTADOS

Avaliagdes de gendtipos de sorgo a Peronosclerospora sorghi em campo
Considerando-se uma linha corte equivalente a uma distdncia euclidiana
média de 0,784 no dendrograma gerado a partir da andlise de cluster, os 42
gendtipos foram separados em 4 grupos (Figura 5). O grupo I foi formado por 21
genétipos com reagSes semelhantes de resisténcia nos dois locais avaliados.
Dentre estes, os gendtipos CMSXS156B, CMSXS157B, CMSXS243B, TxARG-
1, B8902, 9929054, 9910032, 9910296, Tx430, QL3, SC170-6-17, CMSXS762
¢ BR304 apresentaram-se como resistentes, considerando-se o limite méaximo de
6% de incidéncia (Frederiksen, 1980). Entre os resistentes, os genétipos SC170-
6-17 e 9910296 apresentaram 0% de incidéncia em ambos os locais, sendo
considerados totalmente resistentes. Os genétipos CMSXS206B, BR012 e
BR307 também apresentaram incidéncia menor que 6% no local 1 e 6,76%,
8,09% e 9,04%, respectivamente, no local 2. Os genétipos BR001, 9929044,
CMSXSI182R, 9817011 e 0009055, também reunidos neste grupo, apresentaram
incidéncia média de 6% a 18,98%. No grupo II foram reunidos os genétipos que
apresentaram menor incidéncia de mildio no local 1 em relagéo ao local 2. Entre
eles, os genétipos CMSXS205B e BR501, com 0% de incidéncia no local 1 e
19,78% e 24,14% no local 2, respectivamente. Os genétipos 1S10317B,
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CMSXS761 e 9817029 apresentaram incidéncia média de 7,66%, 4,72% e
6,73% no local 1, e 36,23%; 33,29% e 27,73%, respectivamente, no local 2. O
grupo III reuniu os gendtipos CMSXS222B, CMSXS230B, Tx611, Tx635,
0009033, CMSXS180R, 9930002, 0025178, 0025530, BRS610 e 9817020, com
incidéncia média de 15% a 35% e foram classificados como materiais
moderadamente suscetiveis a susceptiveis. Dentre estes, os genétipos Tx611 e
9817011 (15,52% e 15,57% de incidéncia, respectivamente, no local 2) foram os
unicos que apresentaram menos de 18,98% no local 2. O grupo IV incluiu os
gendtipos CMSXS217B, CMSXS231B, CMSXS232B, CMSXS233B e
0025378, com incidéncia média entre 40% a 61%; estes materiais foram
considerados como susceptiveis (Frederiksen, 1980). De modo geral, a
incidéncia média da doenga foi maior no local 2 (19,97%), em relagdo ao local 1
(14,57%). O gendtipo SC283 apresentou, em média, 85% de incidéncia. Os
valores médios de incidéncia da doenga apresentados pelos 42 genétipos nos 2
locais testados estdo representados na Tabela 9.
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TABELA 9: Valores médios de incidéncia dos 42 genétipos de sorgo avaliados
em campo para reagéo ao mildio, nos dois locais testados.

% média de plantas ‘ % média de plantas
com infecgdo com infecgéio
Genotipo sistémica Gendétipo sistémica
Locall  Local 2 Local 1 Local 2

9910296 0 0 CMSXS205B 0 19,78
SC170-6-17 0 0 BR501 0 24,14
CMSXS234B 0 0,27 1S10317 7,66 36,32
QL3 0 0,33 CMSXS761 4,72 33,29
CMSXS156B 0 0,36 9817029 6,73 27,713
CMSXS157B 0 0,32 CMSXS222B 24,35 24,97
Tx430 0,48 0 CMSXS230B 32,6 26,58
B8902 0 0,51 Tx611B 22,63 15,52
9929054 0 0,51 Tx635B 18,59 35,73
TxARG-1B 0 0,54 0009033 21,53 20,15
9910032 1,23 2,33 CMSXSI180R 26,77 45,13
CMSXS762 0,73 5,16 9930002 30,85 35,94
BR304 3,93 5,2 0025178 34,83 30,56
CMSXS206B 1,27 6,76 0025530 17,02 37,69
BRO12R 4,89 8.1 BRS610 249 38,24
BR307 4,22 9,03 9817020 29,82 15,58
BRO01 9,93 5,77 CMSXS217B 40,21 52,94
9929044 8,98 9,73 CMSXS231B 42,13 60,1

CMSXS182R 10,21 18,98 CMSXS232B 48,72 56,93
9817011 7,73 15,49 CMSXS233B 56,8 47,02
0009055 13,17 15,97 0025378 53,76 49,27
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TABELA 10. Rea¢des dos 42 genétipos de sorgo avaliados a 10 isolados de
Peronosclerospora sorghi.

Genoétipos Isolados/Reagdo"’
14 19 21

BR001
CMSXS156B
CMSXS157B
CMSXS205B
CMSXS206B
CMSXS217B
CMSXS222B
CMSXS230B
CMSXS231B
CMSXS232B
CMSXS233B
CMSXS234B
TxARG-1B
Tx611B
Tx635B
B8902
IS10317B
BROI12R
CMSXS180R
CMSXS182R
9929044
9929054
9930002
9910032
9910296
0025178
0025378
0025530
Tx430

QL3

BR501
SC170-6-17
CMSXS761
CMSXS762
BRS610
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TABELA 10, Cont.

Genétipos Isolados/Reacéio"”

1 3 4 9 14 19 21 30 41 43
0009033 S S S S S S S S S S
0009055 S S S S S S S S S S
9817011 S S ) S S S S S S S
9817020 S S S S S S S S S S
9817029 S S S S S S S S S S
BR304 S S S S S S S S S S
BR307 S S S S S S S S S S

S: Susceptivel; R: resistente; *: falha na germinag#io, falta de dados.

4 DISCUSSAO

Ha indicag&es, na literatura, de concordancia entre resultados obtidos de
inoculagdio artificial de P. sorghi e resultados de avaliagies em campo para
resisténcia, sob condigSes de infecgdo natural (Craig, 1976; Craig &
Frederiksen, 1983; Gimenes-Fernandes et al., 1984). No presente trabatho, tal
fato foi observado em relagio a reagfio de resisténcia apresentada pelos
genétipos CMSXS156B, CMSXS157B, CMSXS234B, TxARG-1B, 9910032,
9910296, Tx430, QL3 e SC170-6-17, agrupados no grupo I (Figura 5) no ensaio
de campo e confirmada em casa de vegetagdo. S#o interessantes para os
programas de melhoramento, materiais que apresentem total resisténcia i doenga
(0% de incidéncia), como no caso do gendtipo 9910296 ¢ SC170-6-17. No
Brasil, de acordo com as normas do Ministério da Agricultura, a presenca de
uma planta com mfldio sistémico é suficiente para se condenar um campo de
produgdio de sementes. Isso evidencia que materiais totalmente resistentes devem
ser utilizados para producfio de sementes.

A resisténcia oferecida por QL3 parece ser de alta durabilidade (Craig &
Odvody, 1992; Williams et al., 1982). No entanto, n#o ha relato de sucesso na

transferéncia dessa resisténcia para hibridos de sorgo que apresentem
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caracteristicas agronomicas desejédveis. A resisténcia demonstrada por Tx430 em
campo e a isolados de diversas regides, em casa de vegetag#io, sugere a auséncia
da raca 3 no Brasil, pois Tx430 ¢ a diferenciadora dessa raga no Texas (Craig &
Frederiksen, 1983) e confirma os resultados obtidos no capitulo 1. A resisténcia
de Tx430 foi relatada também por Gimenes-Fernandes er al. (1984). O gendtipo
SC170-6-17 confirmou a reagdo de resisténcia relatada em outros trabalhos
(Frederiksen & Rosenow, 1979; Gimenes-Fernandes et al., 1984).

Os genétipos BR501, diferenciador da raga 4 no Brasil (Fernandes &
Schaffert, 1983) e CMSXS205B, ambos agrupados no grupo II, apresentaram
susceptibilidade num dos locais de avaliagéio (local 2 - Goiabeiras) e 0% de
incidéncia no outro, evidenciando diferengas na populagdo de P. sorghi, dentro
da 4rea experimental da Embrapa em Sete Lagoas. Infere-se que P. sorghi pode
apresentar alta diversidade genética ainda que dentro de uma mesma populagéo.
As reagdes de resisténcia apresentadas por BR501 e CMSXS205B no campo
foram confirmadas ap6s inoculagGes artificiais em casa de vegetagdo com o
isolado 41, obtido do local onde estes gendtipos apresentaram 0% de incidéncia.

As relagBes entre reagdes a inoculagiio artificial de conidios e a infecgdo
natural so complexas e n#o estdo necessariamente correlacionadas, ja que os
o6sporos constituem inéculo inicial no solo (Yeh & Frederiksen, 1980).
Cultivares de sorgo resistentes em campo podem se mostrar susceptiveis a
inocula¢do de conidios em casa de vegetagio (Kenneth & Shahor, 1973; Yeh &
Frederiksen, 1980; Gimenes-Fernandes er al,, 1984). Os genétipos B8902,
9929054, CMSXS762 e BR304, resistentes em campo e agrupados no grupo I
(Figura 5), apresentaram susceptibilidade em casa de vegetagéio a infecgdio por
conidio. O hibrido BR304 foi susceptivel a todos os isolados inoculados em casa
de vegetagdo, inclusive a0 isolado 41. Pode-se atribuir as reagdes de resisténcia,
pelo menos em parte, a ocorréncia de escapes, pois, em campo, as condigSes de

inoculagio ndo sdio controladas, podendo ocorrer disseminagiio desuniforme de
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odsporos no solo e a infec¢do pode se dar também por conidios. Pode-se
considerar também que a resisténcia apresentada por estes genétipos em campo
tenha sido vencida pelas condigdes de inoculagio artificial em que se realizaram
os experimentos. No campo, a infecgio foi provocada principalmente por
conidios, indicado pela grande quantidade de lesSes locais observadas nos
materiais, Dessa forma, os conidios podem ter caido em plantulas em idade mais
avangada, o que pode ter impedido o progresso da doenga. Este fato pode ter
acontecido, principalmente com o hibrido BR304, que apresenta ciclo precoce,
quando comparado aos demais genétipos avaliados. O desenvolvimento
vegetativo pode favorecer a formagéio de algum tipo de resisténcia estrutural
apés a entrada do patdgeno, que restringe o crescimento das hifas do fungo
(Craig, 1980; Yeh & Frederiksen, 1980).

Pode-se sugerir que a resisténcia apresentada por BR304, B8902,
9929054 e CMSXS762, em campo, seja devida a um mecanismo provavelmente
estrutural e que este tipo de resisténcia tenha sido vencido pelas condigdes de
inoculagdo artificial em casa de vegetag#o. Entretanto, estes aspectos ainda néio
estdo bem claros e novos estudos devem ser conduzidos e direcionados para
possiveis caracteres estruturais do hospedeiro capazes de impedir o
desenvolvimento de P. sorghi.

Ha a possibilidade ainda de que resisténcia em campo e susceptibilidade
em casa de vegetag#io ocorram devido a diferengas no mecanismo de resisténcia
a diferentes estruturas de penetragio, como odsporos e conidios. De acordo com
Craig (1982), o mecanismo de resisténcia & infecglio ou colonizagio por
germinacéio conidial difere daquele de resisténcia a odsporos (Craig, 1982).
Devido ao fato de que o controle genético de cada mecanismo de resisténcia
pode diferir, genes controlando resisténcia a infecgfio por conidios podem néo
operar contra a infecgio por odsporos (Salumu-Shabani & Frederiksen, 1982).

Algumas cultivares sfio resistentes a infecgdo por odsporos, mas,
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moderadamente susceptiveis a infecgdio por conidios (Craig, 1980; Yeh &
Frederiksen, 1980).

Os genétipos CMSXS206B, 0009055, 9817011 e BR307, susceptiveis
em casa de vegetagdo, apresentaram resisténcia moderada (entre 6% e 11% de
infecgdo sistémica) a moderada susceptibilidade (entre 11% e 20% de infecgdo
sistémica) no campo. Linhagens e hibridos moderadamente resistentes a P.
sorghi s#io capazes de perpetuar o patdgeno no solo, mas o nivel de infecgéo néo
é suficiente para causar perdas significativas a produgéo (Frederiksen, 1980). No
entanto, devem ser utilizados com cautela e avaliados os riscos de seus usos. Os
gendtipos Tx635B, 1S10317B, 9817020 e 9817029 foram susceptiveis em casa
de vegetaciio e moderadamente susceptiveis a susceptiveis em campo. Linhagens
moderadamente susceptiveis em campo talvez néo sejam tdo vulnerdveis quanto
as susceptiveis, mas podem perpetuar o patégeno e prover perdas na producdo
sob condigdes favoraveis (Frederiksen, 1980). Devido a diferengas de incidéncia
apresentadas por gendtipos em 4reas distintas e como constante evolugdo na
populacdio do patégeno € esperada, antes da recomendagio de uma cultivar para
uma dada regido, as condigdes locais devem ser avaliadas. Reagdo de resisténcia
em uma drea para um dado genétipo pode ndo ser confirmada em outra.

Apesar da alta variabilidade do pat6geno, de maneira geral, os materiais
avaliados para resisténcia em casa de vegetagiio apresentaram uniformidade nas
reag3es as ragas inoculadas. Tal fato pode indicar a qualidade superior destes
gendtipos para resisténcia & doenga.

5 CONCLUSOES
Os genétipos CMSXS156B, CMSXS157B, CMSXS234B, TxARG-1B,
9910032, 9910296, Tx430, QL3 e SC170-6-17 apresentaram alta resisténcia a P.
sorghi, tanto sob condigdes de infecgdo natural quanto as ragas de P. sorghi em
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casa de vegetacdio e podem se constituir em fontes de genes de resisténcia ao
mildio do sorgo no Brasil. ‘

A metodologia de inoculagdo de conidios ;ém pldntulas em condi¢des
controladas se aproximou bem das condigbes epidemiolégicas da doenga no
campo, apesar da ocorréncia de algumas reagdes de resisténcia em campo e
susceptibilidade em casa de vegetac3o.

Antes da recomendagéo de genétipos resistentes para uma dada regiso,
deve-se primeiro avaliar as condi¢Ses locais, pois materiais resistentes em um
local podem n&o ser em outro devido 4 alta diversidade genética apresentada por

P. sorghi.
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