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Resumo

O modo de infeccdo priméaria de Colletotrichum sublineola, agente causal da antracnose em
sorgo, ocorre através de conidios falcados produzidos terminalmente em conidiéforos nos
acérvulos. Um tipo secundério de conidio, o conidio oval, de menor tamanho e ontogenia
distinta dos falcados é também produzido por este patdgeno. O objetivo deste estudo foi
comparar, por meio de microscopia de luz, o processo de infecgdo entre estes dois tipos de
conidios, os ovais e falcados de C. sublineola, em cultivares de sorgo resistente e suscetivel a
antracnose. Folhas destacadas de 25 dias de idade da BR0O09 (suscetivel) e SC283 (resistente)
foram inoculadas com ambos os conidios do isolado patogénico 204.01 e o processo de
infeccdo foi acompanhado por microscopia 6tica de 2 a 168 h apds a inoculagdo (Al). Ambos
os conidios germinaram 2 h Al e transcorridas 4 h Al, independentemente da cultivar,
apressorios arredondados com superficie lisa foram formados diretamente dos conidios
falcados, enquanto que apressorios ligeiramente irregulares foram formados na ponta dos
tubos germinativos emitidos pelos conidios ovais. Na cultivar suscetivel, os apressorios foram
formados em maior frequéncia pelos conidios falcados, enquanto que na cultivar resistente
estas estruturas foram formadas em maior frequéncia pelos conidios ovais. Poros de
penetracdo e hifas de infeccdo foram visualizados em todos os materiais inoculados com
ambos os conidios. Sintomas da doenca foram visualizados primeiramente no material
inoculado com conidios falcados e foi superior na cultivar suscetivel. Lesdes com acérvulos
contendo conidios falcados foram visualizadas em todos os tratamentos fechando assim o
ciclo de infeccéo.

Palavras-chave: Conidios ovais; Conidios falcados; Dimorfismo conidial; Sorghum bicolor;

Interacdo patdgeno-hospedeiro.

Abstract

The primary infection mode of Colletotrichum sublineola, the causal agent of anthracnose in
sorghum, occurs through falcate conidia produced blasticaly from conidiophores in acervuli.
A secondary type of conidium, the oval conidium, smaller in size and distinct ontogeny from
the falcate ones, is also produced by this pathogen. The objective of this study was to
compare, by light microscopy, the infection process between both conidia, the ovals and
falcados conidia from C. sublineola, in resistant and susceptible sorghum cultivars to
anthracnose. Leaves of sorghum plants with 25 days old from BR009 (susceptible) and SC283
(resistant) cultivars were detached and inoculated with both conidia obtained from 204.01

pathogenic isolate and the process of infection was observed by optical microscopy between 2
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to 168 hours after inoculation (Al). Both conidia germinated 2 hours Al and, regardless of the
cultivar, after 4 hours Al, rounded appressoria with smooth surface were formed directly from
the falcate conidium, while slightly irregular appressoria were formed at the tip of the
germinative tubes emitted by the oval conidia. At the susceptible cultivar, appressoria were
formed with higher frequency by falcate conidia, while at the resistant cultivar these
structures were formed with higher frequency by the oval conidia. Penetration pores and
infection hyphae were observed in all the inoculated materials with both conidia. Disease
symptoms were observed first on the inoculated material with falcate conidia and mainly on
the susceptible cultivar. Lesions with acervuli containing falcate conidia were found at all
treatments, thus completing the infection cycle.

Keywords: Oval conidia; Falcate conidia; Conidial dimorphism; Sorghum bicolor; Pathogen-

host interaction.

Resumen

El modo principal de infeccion de Colletotrichum sublineola, el agente causal de la
antracnosis en el sorgo, ocurre a través de conidios falcados producidos terminalmente en
conidioforos en los acérvulos. Este patdogeno también produce un tipo secundario de conidio,
el conidio ovalado, de menor tamafio y ontogenia distinta de los falcados. El objetivo de este
estudio fue comparar, mediante microscopia oOptica, el proceso de infeccion entre estos dos
tipos de conidios, los 6valos y falcados de C. sublineola, en cultivares de sorgo resistente y
susceptible. Se inocularon hojas desprendidas de 25 dias de edad del cultivar BR009
(susceptible) y SC283 (resistente) con ambos conidios del aislado patogénico 204.01 vy el
proceso de infeccién se acompafid por microscopia optica de 2 a 168 h después de la
inoculacion (DI). Ambos tipos de conidios germinaron 2 h DI vy, independientemente del
cultivar, después de 4 h DI se formaron apresorios redondeados con superficie lisa
directamente de los conidios falcados, mientras que se formaron apresorios levemente
irregulares en la punta de los tubos tubos germinativos emitidos por los conidios ovalados. En
el cultivar susceptible, los apresorios fueron formados con mayor frecuencia por los conidios
falcados, mientras que en el cultivar resistente estas estructuras fueron formadas con mayor
frecuencia por los conidios ovalados. Se visualizaron los poros de penetracion y las hifas de
infeccion en todos los materiales inoculados con ambos tipos de conidios. Los primeros
sintomas de la enfermedad se observaron en el material inoculado con conidios falcados y
fueron superiores en el cultivar susceptible. En todos los tratamientos se observaron lesiones

con acérvulos que contenian conidios falcados, cerrando asi el ciclo de infeccion.
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Palabras clave: Conidios ovalados; Conidios falcados; Dimorfismo conidial; Sorghum

bicolor; Interaccion patégeno-hospedero.

1. Introdugéo

A antracnose causada pelo Colletotrichum sublineola P. Henn. ex Sacc. & Trotter,
1913 (http://www.catalogueoflife.org/col/details/species/id/ec2a7cf4431d1ac586bc8577
6574aa79) é considerada uma das mais importantes doengas do sorgo (Sorghum bicolor (L.)
Moench) (Prom et al., 2009; Santos et al., 2014) e tem sido observada em todas as regides
produtoras deste cereal no mundo (Thakur & Mathur, 2000). O patdgeno é capaz de infectar
todas as partes aéreas da planta (folhas, colmos e paniculas) (Silva et al., 2014), sendo a
antracnose foliar a forma mais comum e mais severa da doenga (da Costa et al., 2013). A
antracnose nas folhas do sorgo pode reduzir em 35% a 86% a produtividade de gréos e de
folhagem dependendo do grau de severidade e da suscetibilidade do cultivar (Cota et al.,
2017).

Véarios métodos tém sido propostos para o controle da doenca (Thakur & Mathur,
2000) entre eles o mais eficiente tem sido o uso de genotipos resistentes (Casela et al., 1998;
Chala et al., 2010; Stutts & Vermerris, 2020). No entanto, devido a alta variabilidade
patogénica e a ocorréncia de elevado numero de racas na populacdo de C. sublineola (Casela
et al., 1998, 2000; Pande et al., 1991; Silva et al., 2008), as quebras de resisténcia sao
frequentes levando ao desenvolvimento constante de novas fontes de resisténcia para um
controle mais eficiente da doenca. Esta alta variabilidade em C. sublineola tem sido atribuida
a mecanismos como heterocariose, recombinacdo genética e elementos genéticos
transponiveis (da Silva et al., 2020). Recombinantes com alta patogenicidade foram isolados
diretamente de heterocérios formados pelo cruzamento parassexual entre duas linhagens de
baixa patogenicidade (Souza-Paccola et al., 2003b), indicando que este pode ser um
mecanismo que contribui para gerar variabilidade genética e novas racas fisioldgicas. No
entanto, este ciclo parassexual ndo tem sido observado na natureza. Os elementos genéticos
transponiveis e as mutacdes de ponto, como promotores de instabilidade e variabilidade
genética, tém sido descritos para o género Colletotrichum (Santos et al., 2012; da Silva et al.,
2020), incluindo C. sublineola (Favaro et al., 2007).

Colletotrichum sublineola é um patdgeno hemiotrofico intracelular que apresenta
inicialmente uma fase biotrofica assintomatica seguida de uma fase necrotrofica, quando os

sintomas se manifestam (Wharton et al., 2001; Mendgen & Hahn, 2002). Em folhas do sorgo,
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estes sintomas sdo frequentemente observados 40 dias ap6s a emergéncia das plantulas,
embora possam ocorrer em qualquer estdgio de desenvolvimento da planta (Prom et al.,
2009). Sintomas tipicos da doenca se caracterizam pelo aparecimento de lesGes com margens
de coloracdo avermelhada, amarelada, preta ou castanha, dependendo da cultivar. Em ataques
mais severos da doenca, as lesdes podem coalescer causando seca completa da folha.
Acérvulos erumpentes (corpos de frutificagdo assexuados), de coloragdo escura com setas
negras, longas, septadas e ndo ramificadas podem ser observados no centro das lesdes.
Conidios falciformes, conhecidos como conidios falcados, emergem das extremidades dos
conidiéforos que ficam dispostos entre as setas e imersos em uma massa gelatinosa (Casela et
al., 1998).

Wharton & Julian (1996) acompanharam o processo de infec¢do de conidios falcados
de C. sublineola em cultivares suscetiveis e resistentes de sorgo, demonstrando a importancia
da fase biotrofica para desenvolvimento da doenca e a resposta do hospedeiro para impedir a
colonizagdo do fungo. Os autores sugeriram que 0 processo de compatibilidade ou
incompatibilidade no patossistema sorgo - C. sublineola ocorre logo apo6s a penetracdo nas
células epidérmicas. Em cultivares suscetiveis, o patogeno atinge as celulas epidérmicas e
estas permanecem vivas apés a invasao (fase biotrofica). Hifas primarias se proliferam e se
ramificam ao redor dessas celulas dando inicio a formacédo das hifas secundarias. Quando as
hifas secundarias alcancam o mesofilo foliar ocorre a morte celular (fase necrotréfica),
seguida da formacéo das lesdes necroticas e acérvulos. Em cultivares resistentes, ao contrario,
ndo € observada a interacdo biotrofica, e as células epidérmicas infectadas rapidamente
acumulam inclusGes citoplasmaticas pigmentadas contendo fitoalexinas que previnem o
desenvolvimento do fungo (Wharton & Julian, 1996). De acordo com Basavaraju et al.
(2009), um maior acumulo de H.O> nas fases iniciais do processo de infeccdo pode ser
observado em materiais resistentes, porém pouco H.O» foi acumulado em gendtipos
suscetiveis de sorgo nesta fase biotrofica de infec¢do. Estes autores sugeriram o envolvimento
do H202 na resisténcia a antracnose em sorgo devido a inibi¢do do crescimento do patégeno.

Um segundo tipo de conidio de formato oval foi descrito por Souza-Paccola et al.
(2003a), quando C. sublineola é cultivado em meio de cultura liquido. Os conidios ovais tém
formato ovalado, parede celular mais fina que os conidios falcados e sdo portadores de um a
trés nucleos embora a maioria seja uninucleada. Segundo Souza-Paccola et al. (2003a) o
conidio oval, de forma semelhante ao conidio falcado, induz sintomas da doenca em folhas de
sorgo. Entretanto pouco é conhecido sobre o conidio oval e sua capacidade de infecdo, sendo

este um fator que pode diretamente afetar a eficiéncia de controle do patégeno, pois permite
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entender o seu papel bioldgico no processo de infecgdo e de desenvolvimento da antracnose
em sorgo. Em estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa, foi descrito a
ontogénese dos conidios ovais de C. sublineola e o potencial de sua utilizacdo em testes de
patogenicidade e em estudos genéticos para obtencdo de mutantes e de heterocarios (Souza-
Paccola et al., 2003a,b; Nunes et al., 2010; Souza-Paccola et al., 2015). No presente estudo, o
objetivo foi comparar o processo de infeccdo entre conidios ovais e falcados de C. sublineola

em cultivares de sorgo suscetivel e resistente ao patégeno.

2. Metodologia

Plantas de sorgo

As sementes de S. bicolor, cultivar suscetivel BR009 e cultivar resistente SC283,
foram cedidas pela Embrapa Milho e Sorgo - Sete Lagoas, MG, Brasil. As plantas foram
cultivadas em vasos de ceramica de 25 cm de didmetro por 30 cm de altura contendo a
mistura de turfa, perlita e solo (1:2:1), e crescidas em casa de vegetacdo por 25 dias com
fotoperiodo de 12 h. Ap6s este periodo, as folhas foram destacadas das plantas e levadas ao
laboratorio para os procedimentos de inoculacdo dos conidios. As folhas foram lavadas com
agua destilada e sabao neutro e cortadas com estilete esterilizado. Segmentos foliares de 1,5 x
1,5 cm, com superficie adaxial voltada para cima, foram depositados em placas de Petri sobre
duas camadas de papel de filtro umedecidas com 1,6 mL de agua destilada. Todo material

utilizado foi previamente autoclavado a 121 °C por 30 min.

Preparacao do inoculo e inoculagdo

Para inoculacdo foram utilizados conidios falcados e ovais do isolado monosporico
204.01 de C. sublineola gentilmente fornecidos pela Embrapa Milho e Sorgo de Sete Lagoas,
MG, Brasil.

Obtencdo de conidios falcados: o isolado de C. sublineola foi cultivado em Agar
Farinha de Aveia, sob luz fluorescente continua (50 HE m s) & temperatura de 22 + 3 °C,
durante seis dias. A produgdo de conidios falcados foi induzida pelo método mecénico de
raspagem do micélio com auxilio de uma lamina de metal e as culturas incubadas novamente
nas mesmas condic@es de cultivo. Apos 10 dias foram adicionados as placas, 9 mL de solucéo

salina (0,85%) acrescida de 2,5 mL de solucdo de polissorbato-80 (0,01%). A superficie de
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cada cultura foi gentilmente esfregada com uma alga de Drigalski para liberacdo dos conidios
falcados. A suspensdo foi coletada e filtrada através de gaze esterilizada e centrifugada a 6000
g por 5 min. O precipitado foi ressuspendido em 2 mL solucdo aquosa esterilizada de
polissorbato-80 (0,01%) e centrifugado novamente. O procedimento foi repetido por trés
vezes.

Obtencdo de conidios ovais: trés discos de 10 mm de didmetro, contendo micélio do
isolado de C. sublineola foi inoculado em 50 mL de meio de cultura de Caldo Batata
Dextrose (CBD) e incubado sob agitacdo (60 rpm) por quatro dias a 22 + 3 °C sob iluminacao
fluorescente continua (50 ME m? st). A cultura foi filtrada em gaze esterilizada e
posteriormente centrifugada a 6000 g por 5 min. O precipitado foi ressuspenso em 2 mL
solugédo aquosa de polissorbato-80 (0,01%) e centrifugado novamente. O procedimento foi
repetido por trés vezes.

O ndmero de conidios falcados e ovais foi estimado em camara de Neubauer (Boeco,
Germany) e a concentracdo final ajustada para 3 x 10° conidios mL™* em solugdo salina
(0,85%). Os segmentos foliares foram uniformemente inoculados por borrifo com 0,02 mL da
suspensdo de conidios falcados ou ovais (3 x 10° conidios mL* em solugdo salina a 0,85%)
com borrifadores que liberaram goticulas de 0,5 a 1 mm de diametro. Controles foram
inoculados somente com solucéo salina (0,85%) sem os conidios. As placas foram incubadas
423 + 1 °C sob luz fluorescente continua (50 ME m2.st), com quatro repeticdes para cada

tratamento.

Andlises por microscopia

Os segmentos foliares foram clarificados em 1,5 mL de solucéo de alcool acético (1:3,
acido acetico glacial:etanol 95%) (Khan & Hsiang, 2003) durante 24 h e o processo repetido
duas vezes com uma solucdo de alcool acético a cada 24 h. As folhas clarificadas foram
colocadas durante 5 min em uma solucdo do corante trypan blue (0,05%; massa/volume) em
lactofenol (20% de fenol, 20% de &cido latico, 40% de glicerina e 20% de agua destilada).
Apbs a coloracdo, as folhas foram depositadas sobre laminas com a superficie adaxial voltada
para cima e entdo cobertas com laminula. As ldminas foram analisadas em microscopio éptico
e fotografadas em fotomicroscopio (AXIOPHOT Zeiss®).

As observacdes foram realizadas em intervalos de 2 h até 10 h apos inoculagédo (Al),
seguido de observacdo em intervalos de 24 h até 168 h Al e duas semanas Al. Foi avaliado o

comportamento de 25 conidios quanto a germinagdo, formacdo de apressorios, de poros de




Research, Society and Development, v. 9, n. 11, e78491110211, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i11.10211

penetracdo, de hifas de infecgdo e de acérvulos. O conidio foi considerado germinado quando
0 tubo germinativo atingiu um comprimento equivalente a pelo menos 50% do seu tamanho.

Apressorios originados a partir de fragmentos de micélio foram desconsiderados.

3. Resultados

Embora apresentando diferengas, ambos os conidios colonizaram e infectaram as duas
cultivares, primeiramente de forma subcuticular e depois de forma intracelular. O processo de
germinacdo, formacdo de apressorio e penetracdo foram semelhantes nas interagdes
compativeis e incompativeis. O processo foi acompanhado desde a germinacdo dos conidios
até a formacdo das lesGes contendo corpos de frutificacdo assexuais (acérvulos).

Germinacdo: conidios ovais, a semelhanca dos falcados, germinaram em todos o0s
tratamentos (Figura 1) e foram capazes de infectar e desenvolver estruturas de infecgdo sobre
as folhas nas duas cultivares de sorgo. Os conidios iniciaram o processo de germinacdo 2 h Al
e a frequéncia de germinacdo foi progressiva com o passar do tempo de incubacdo (Figura 1).
De forma geral, a porcentagem de germinacdo dos conidios ovais e falcados do fungo foi
semelhante nas duas cultivares (Figura 1).
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Figure 1. Germinagdo de conidios ovais e falcados de Colletotrichum sublineola sobre a
superficie foliar adaxial de cultivares de sorgo suscetivel (BR009) e resistente (SC283) a

antracnose.

100

Germinagdo (%)
3

~=—Conidio Falcado BR0O09 —&—Conidio Oval BRO09
10 - Conidio Falcado SC283 —#—Conido Oval SC283

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 4 44 48
Tempo Apéds a Inoculagdo dos Conidios (h)

Fonte: Autores.

Ambos o0s conidios emitiram tubos germinativos na superficie foliar dos dois
cultivares de sorgo. Conidios falcados emitiram um ou dois tubos germinativos na sua
extremidade e/ou lateralmente (Figura 2A). Um septo central foi formado no interior do
conidio falcado, 96 h Al, depois do elongamento do tubo germinativo (Figura 2B). Os
conidios ovais entumesceram antes de germinarem (Figura 3A) e, ao contrario dos falcados,
emitiram somente um tubo germinativo durante o processo. As Figuras 3B e 3C mostram o
tubo germinativo emergindo de uma das extremidades do conidio oval. Diferentemente do
que ocorreu nos conidios falcados, ndo foi observada a formacdo de septo interno nos
conidios ovais apds a emissdo do tubo germinativo.

Formacao do apressorio: a formagéo do apressorio ocorreu logo apds a germinagéo,
porém de forma diferenciada entre os dois tipos de conidio. Apressérios provenientes de

conidios falcados foram produzidos diretamente dos conidios (Figura 2A-G), enquanto que
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nos conidios ovais, estas estruturas formaram-se a partir dos tubos germinativos ja elongados
(Figura 3D—F).

Apressorios oriundos de conidios falcados apresentaram forma arredondada com
superficie lisa (Figura 4A-B), enquanto que apressorios de conidios ovais foram ligeiramente
irregulares (Figura 4C-G). Apressorios jovens de ambos os conidios se mostraram hialinos,
entretanto as paredes tornaram-se mais espessas e escuras com 0 acumulo de melanina
durante o processo de maturacdo. Apressorios resultantes de conidios ovais apos
entumescerem tornaram-se separados do tubo germinativo por meio de um septo (Figura 4F).

10
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Figura 2. Tecido foliar de sorgo (Sorghum bicolor) tratado com &lcool acético e corado com trypan
blue (0,05%), demonstrando o processo de germinacdo de conidios falcados do isolado 204.01 de
Colletotrichum sublineola e formagdo de apressodrios: (A) Conidio falcado (Fc), apresentando dois
tubos germinativos, um na extremidade do conidio e outro na lateral (escala 20 um); (B) Conidios
falcados 10 h Al, um conidio ndo germinado e o outro iniciando a formacao do apressorio (Ap) (escala
10 um); (C) Conidio falcado (Fc), 10 h Al, mostrando o inicio da formacéo de apressério diretamente
do conidio e apresentando poro de penetracdo (escala 10 um); (D) Formacédo do septo (S) no conidio
falcado, 96 h Al, e presenca de apressorio ja melanizado (escala 20 um); (E-G) Conidios falcados
(Fc) com apressorios (Ap) melanizados mostrando poros de penetragdo (escala : (E) 20 um; (F) 15
um; (G) 10 pm).

Fonte: Autores.

11
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Figura 3. Germinacdo de conidios ovais de Colletotrichum sublineola sobre tecido foliar de sorgo
(Sorghum bicolor), ap6s clarificagdo com alcool acético e coloragdo com trypan blue (0,05%), e
formacdo de apressorios: (A) Conidios ovais (Oc) com 2 h Al (escala 25 um); (B) Conidio oval (Oc)
com 4 h Al emitindo tubo germinativo (Gt) (escala: 9 um); (C) Conidio oval (Oc) com tubo
germinativo (Gt) se elongando (escala: 10 pum); (D-E) Conidio oval (Oc) com 10 h Al com formagéo
do apressorio (Ap) préximo ao conidio (escala 20 um) e a partir do tubo germinativo (Gt) (escala 10
pum); (F) Apressorio (Ap) com poro de penetracdo (P) formado a partir de um conidio oval (escala 10

pm).

Fonte: Autores.
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Figura 4. Tecido foliar de sorgo demonstrando a morfologia de apressérios com os poros de
penetracdo, formados a partir de conidios falcados (A-B) e ovais (C-G), no isolado 204.01 de
Colletotrichum sublineola ap6s inoculacdo em segmentos foliares de sorgo (A-G). (A): apressorios
(Ap) arredondados de superficie lisa, formados 48 h Al de conidios falcados (escala 20 um); (B): poro
de penetracao (P) no centro de um apressorio melanizado (Ap) formados a partir de conidios falcados
(escala 9 um); (C-E): apressorios (Ap) com formato irregular contendo poro de penetracdo (P) na
regido central, formados ap6s a germinacdo de conidios ovais com 10 h Al (escala 10 um); (F-G):
apressorios (Ap) irregulares com poro de penetragdo (escala 10 um) formados 168 h Al dos conidios

ovais.

Fonte: Autores.

Ambos o0s conidios iniciaram o processo de formacdo do apressério 4 h Al,
independente da cultivar (Figura 5). Porém, conidios falcados foram mais agressivos na
formacéo de apressorios quando inoculados na cultivar suscetivel. No periodo de 4 h Al cerca
de 84% dos conidios falcados ja haviam emitido apressorios sobre a superficie foliar da

cultivar suscetivel (BR009) enquanto que os conidios ovais atingiram frequéncia similar
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somente 24 h Al nesta mesma cultivar, demonstrando a agressividade dos conidios falcados
na emissao desta estrutura de fixagdo em material suscetivel. Por outro lado, esse mesmo
comportamento pode ser observado pelos conidios ovais inoculados no cultivar resistente. No
material resistente os conidios ovais se mostraram mais agressivos na formacao de apressérios
quando comparado aos falcados. Com apenas 4 h Al cerca de 56% dos conidios ovais ja
haviam produzido apressorios sobre a superficie foliar da cultivar resistente contra 17% dos
conidios falcados. Mesmo apds 48 h Al na superficie foliar da cultivar resistente, os conidios
ovais se mostraram mais agressivos na formacdo de apressorios comparados aos conidios

falcados (Figura 5).

Figura 5. Formagdo de apressorios resultantes da germinagdo de conidios ovais ou falcados
do isolado 204.01 de Colletotrichum sublineola inoculados em folhas de cultivares de sorgo

suscetivel (BR009) e resistente (SC283) a antracnose.

100

Apressorio (%)
8

—=—Conidio Falcado BRO0O9 —&—Conidio Oval BR00S
—f#-Conidio Falcado 5C283 —#-Conidio Oval SC283
0
0 10 20 30 40 50

Tempo Apés a Inoculagdo dos Conidios (h)

Fonte: Autores.

Poro de penetracdo: o poro de penetracdo foi visualizado como um ponto claro,
pequeno e circular no centro do apressorio (Figura 2C, 2E, 3F e 4D). E no poro que se forma
0 grampo de penetracdo, uma estrutura pequena e embutida na parede celular que dificilmente
pode ser visualizada pela microscopia otica.

A formacdo do poro de penetragdo teve inicio 10 h Al dos conidios na cultivar

resistente e na suscetivel (Tabela 1), porém foi dependente do tipo de conidio. Apressorios
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originados de conidios falcados desenvolveram poros de penetracdo em frequéncia maior na
superficie foliar da cultivar suscetivel. Nesse mesmo material, os poros de penetracdo foram
vistos em apressorios oriundos de conidios ovais somente 24 h Al. Na cultivar resistente, 0s
poros de penetragcdo, apesar de serem visualizados em todos os tratamentos 10 h Al, a
frequéncia de formacdo dessas estruturas foi maior nos apressorios originados a partir de

conidios ovais em todos os tempos avaliados (Tabela 1).

15




Research, Society and Development, v. 9, n. 11, e78491110211, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i11.10211

Tabela 1. Formacdo de poro de penetracdo em apressorios originados da inoculacdo de conidios falcados e ovais do isolado 204.01 de

Colletotrichum sublineola sobre folhas de sorgo de cultivares suscetivel (BR009) e resistente (SC283) a antracnose (n = 4, com 25 conidios por

repeticéo).
Tempo ap0s inoculagdo conidial
Cultivar 4h 6h 8h 10 h 24 h 48 h
Falcado Oval Falcado Oval Falcado Oval Falcado Oval Falcado Oval Falcado Oval
BR0O09 O 0 0 0 0 0 13aA 0bB 23aB 25 aA 63 aA 49 aA
SC283 0 0 0 0 0 0 3bB 9aA 6bB 15bA  28bB 39 bA

Médias com diferentes letras minudsculas na coluna e letras maiusculas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autores.
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Hifas e vesiculas de infeccdo: a formagdo dos poros de penetracdo marcou o inicio dos
eventos de penetracdo e o inicio da fase biotrofica. N&o existiu diferengcas nos eventos de
penetracdo entre os dois tipos de conidios. Tanto conidios falcados como ovais
desenvolveram hifas de infeccdo logo abaixo dos apressérios (Figura 6A e 6B), as quais
aumentaram de volume, tornando-se globosas e intumescidas, originando as vesiculas de
infeccdo (Figura 6A-D). Apo6s a formacdo dessas vesiculas foi possivel observar o
desenvolvimento das hifas primérias, responsaveis pelo processo de colonizagdo no interior

das células epidérmicas do hospedeiro (Figura 6E).
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Figura 6. Vesiculas e hifas de infeccdo formadas durante o processo de penetracdo do isolado
204.01 de Colletotrichum sublineola em folhas de sorgo (Sorghum bicolor) (A-E). A-B:
Vesiculas de infecgdo (V) formadas abaixo de apressorios melanizados (Ap) apos 48 h Al de
conidios falcados. escala: (A) 11 um; (B) 60 um); C-D: Vesiculas de infeccdo (V),
apressorios (Ap) e hifas de infecgcdo (lh) formadas 48 h Al de conidios ovais. escala: (C) 9
pm; (D) 11 pm); (E) 120 h Al dos conidios ovais, hifa priméarias (Ph) se desenvolvem
intracelularmente e colonizam células epidérmicas adjacentes (escala 20 pm).

Fonte: Autores.

E possivel observar que a frequéncia de formacao das hifas de infeccao diferiu entre os
dois tipos de conidios (Figure 7). Hifas de penetracdo foram formadas 24 h Al de ambos os
conidios nas duas cultivares, porém, até 96 h Al, a frequéncia de formacao destas foi maior
nos conidios falcados, independente da cultivar. No entanto, 120 h Al, na cultivar resistente,

essa diferenca ndo foi mais observada para ambos os conidios (Figura 7).
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Figura 7. Formacdo de hifas de infeccdo em diferentes tempos apds inoculagdo de conidios
falcados e ovais provenientes do isolado 204.01 (A) de Colletotrichum sublineola em folhas
de sorgo (Sorghum bicolor) cultivar suscetivel (BR009) e resistente (SC283).
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Fonte: Autores.

Acérvulos: os primeiros sintomas visiveis da doenca, caracterizados pela formacéo de
lesbes de coloracdo alaranjada e seguida da formacdo dos acérvulos, foram visualizados 72 h
Al primeiramente no material inoculado com conidios falcados (Figura 8). Acérvulos foram
vistos no material inoculado com conidios ovais somente 144 h Al e em uma frequéncia bem
inferior comparada a aquela dos conidios falcados. Inicialmente verificou-se uma
pigmentacdo de cor laranja nos tecidos infectados, seguida da formacéo de lesbes necrosadas
contendo os acérvulos na regido central. Acérvulos contendo setas, emergiram através da
cuticula e em seguida foi visualizado a formacéo de conidios falcados. Os sintomas da doenca
se manifestaram primeiramente nas folhas inoculadas com conidios falcados, de forma mais
agressiva comparada aos conidios ovais, e 0 numero de acérvulos formados foi bem inferior

na cultivar resistente (SC283).
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Figura 8. Porcentagem de acérvulos formados no processo de infeccéo de conidios falcados
ou ovais do isolado 204.01 de Colletotrichum sublineola sobre folhas de sorgo cultivar
suscetivel (BR0Q9) e resistente (SC283).
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—
//
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Fonte: Autores.

A Figura 9 mostra os acérvulos formados no tecido foliar inoculado com conidios
ovais. O processo inicia-se com a formacdo de emaranhados miceliais (mycelial knots)
resultantes de um acumulo de hifas que se agregam na superficie celular (Figura 9A). Com 96
h Al, um proto-estroma acervular (S) foi formado abaixo da cuticula (Figura 9B). Este proto-
estroma aumentou em tamanho rompendo a cuticula (Figura 9C) e, 144 h Al, os acérvulos
jovens puderam ser observados. Estes acérvulos receberam uma deposicdo de melanina que
o0s tornou bastante escuros (Figura 9D). Também foram evidentes as setas e 0s conidioforos
onde conidios falcados puderam ser observados em abundancia (Figura 9E-F). Estes
resultados demonstram que conidios ovais também séo infectivos e, embora menos agressivos
que os conidios falcados, desenvolveram lesbes com acérvulos onde sdo produzidos os

conidios falcados, fechando assim o ciclo de infecgéo.
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Figura 9. Tecido foliar de sorgo (Sorghum bicolor) demonstrando formagdo de acérvulos a
partir de conidios ovais do isolado 204.01 de Colletotrichum sublineola. (A-B) Agregacao de
hifas e a formagdo do estroma (S) 96 h Al (escala 50 pm); (C-E) Aceérvulos (Ac) emitindo
setas (St) e conidios falcados (Fc) em abundéncia 144 h Al (escala 50 pm); (F) Acérvulo (Ac)
produzindo conidio falcado (Fc), hifas de infeccdo (Ih) nas células do tecido foliar e tecido

necrosado (Nt) (escala 40 pum).

Fonte: Autores.

4. Discussao

O agente patogénico da antracnose em sorgo, o fungo C. sublineola, é responsavel por
severas perdas na cultura em vérios paises produtores desta graminea. A infeccdo foliar
decorrente deste patdgeno, pode ocorrer em qualquer estagio do desenvolvimento da planta,
mas o0s sintomas geralmente sdo observados 40 dias ap6s a emergéncia das plantulas (Prom et

al., 2009). LesGes pequenas, circulares a elipticas, medindo em torno de 5 cm de didmetro,
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caracterizam o inicio dos sintomas da antracnose foliar em sorgo. A medida em que as lesdes
evoluem, centros necroticos de coloracdo palha contendo corpos de frutificagdo escuros
(acérvulos) podem ser visualizados. As bordas das lesdes podem ser avermelhadas,
alaranjadas ou castanhas, dependendo da cultivar (da Costa et al., 2013). Setas longas e
septadas emergem dos acérvulos entre os conidioforos onde séo produzidos conidios hialinos,
unicelulares e falciformes, chamados de conidios falcados, descritos como sendo a fonte
priméria de indculo e de propagacao deste patégeno.

Sintomas da antracnose também podem ocorrer na nervura central das folhas e,
segundo Thakur & Mathur (2000), a infeccdo na nervura ocorre de forma independente da
infeccdo foliar. Nesta regido as lesdes sdo elipticas a alongadas, de coloracdo avermelhada,
pUrpura ou escura, onde sdo também observados acérvulos. As lesbes de antracnose também
podem surgir nos entrenos do caule, tendo como consequéncia a podriddo do colmo que
resulta em um bloqueio na translocacdo de agua e de fotoassimilados, prejudicando a
producéo de gréos. Os conidios produzidos nas lesdes do colmo podem penetrar o pedunculo
floral e infectar as flores, causando a antracnose da panicula que afeta a qualidade dos graos
(Ribeiro et al., 2020).

Os conidios falcados sdo frequentemente utilizados como propagulos em testes de
patogenicidade (Crouch et al., 2009; Silva et al., 2014). No entanto, um outro tipo de conidio,
um conidio secundario foi descrito para C. sublineola por Souza-Paccola et al. (2003a). Este
conidio de tamanho menor comparado ao falcado, tem forma oval a eliptica, e € produzido
blasticamente a partir de hifas em culturas liquidas, j& tendo sido também observados em
lesGes foliares (Souza-Paccola et al., 2015). Segundo Souza-Paccola et al. (2003b) a producéo
de conidios ovais representa uma alternativa promissora para estudos genéticos e de
patogenicidade, principalmente em linhagens do patdgeno que produzem pouco ou nenhum
conidio falcado. Os conidios falcados sdo uninucleados enquanto que os conidios ovais sdo
portadores de um a trés ndcleos, sendo a maioria uninucleados (Souza-Paccola et al., 2003a;
Nunes et al., 2010). Ambos os tipos de conidios produzem sintomas em sorgo quando
inoculadas sob condic@es controladas (Souza-Paccola et al., 2003b; 2015).

Um tipo semelhante de dimorfismo conidial foi descrito anteriormente por Nishihara
(1975) em Colletotrichum graminicola, o agente causal da antracnose em milho (Zea mays),
considerada espécie irmd de C. sublineola devido as semelhancas morfoldgicas entre elas.
Apesar de muito semelhantes morfologicamente, estas duas espécies sdo isoladas
reprodutivamente (Vaillancourt & Hanau, 1992). Conidios falcados de C. graminicola,

semelhantes aqueles de C. sublineola, também sdo uninucleados enquanto que conidios ovais
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apresentam de um a trés nacleos (Panaccione et al., 1989; Nordzieke et al., 2019). Nishihara
(1975) reportou que conidios ovais de C. graminicola sdo produzidos apenas em cultura
liquida, porém Panaccione et al. (1989) relataram a ocorréncia deste tipo de conidio in vitro e
em lesdes foliares de milho. Recentemente Nordzieke et al. (2019), estudando os conidios de
C. graminicola, confirmaram a origem distinta dos conidios falcados e ovais. Os primeiros
sdo formados na superficie das lesdes e seriam os responsaveis pela disseminacdo do
patégeno no ambiente, enquanto que os ovais sdo formados no sistema vascular e estariam
associados a colonizacdo do fungo no interior da planta infectada.

Pouco é conhecido sobre o papel dos conidios ovais na infeccdo foliar em C.
sublineola. Neste trabalho comparamos o processo de infecgdo entre os dois tipos de conidios,
o falcado e o oval, no patossistema C. sublineola-sorgo em duas cultivares de sorgo com
diferentes reacgOes de resisténcia e suscetibilidade a antracnose.

Os resultados deste estudo demonstraram que o processo de infec¢do dos conidios
ovais em folhas de sorgo é semelhante ao dos falcados, com pequenas variagdes. Ambos 0s
conidios, uma vez na superficie do segmento foliar, intumesceram, e deram inicio ao processo
de germinacdo 2 h Al. Transcorridas 48 h Al, praticamente todos os conidios ja haviam
emitido tubos germinativos. A germinacdo € um processo de transicdo de uma estrutura
dormente para uma estrutura vegetativa, sendo dependente de fatores enddgenos e exdgenos
especificos para cada espécie e tipo de conidio (Wyatt et al., 2013). O tempo de germinagéo
dos conidios dentro do género Colletotrichum € bastante variavel (2 a 96 h Al). Essa
variabilidade também acontece entre isolados dentro de uma mesma espécie, sendo
dependente de diversos fatores como temperatura, umidade relativa, nutrientes
disponibilizados, entre outros (Pereira et al., 2009; Maia et al., 2011).

Conidios falcados de C. sublineola ap6s germinarem, desenvolveram um septo
transversal e emitiram um ou dois tubos germinativos, na extremidade e/ou lateralmente na
regido central. Esta emissdo multipla de tubo germinativo nos conidios falcados foi relatada
anteriormente para C. sublineola (Souza-Paccola et al., 2015) e em outras espécies deste
mesmo género (Lins et al., 2007; Pereira et al., 2009). Por outro lado, os conidios ovais
emitiram apenas um tubo germinativo.

Segundo Chaky et al. (2001), os conidios ovais de C. graminicola, comparado aos
conidios falcados, germinam de forma bastante eficiente mesmo quando em 4&gua,
independente da hidrofobicidade da superficie, demonstrando serem pouco exigentes
nutricionalmente no processo de germinacdo. Os autores atribuiram essa caracteristica as

fungdes bioldgicas exercidas por cada tipo de conidio na patogenicidade, ou seja, conidios
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falcados sdo produzidos na superficie foliar e s8o os propéagulos primérios de infecgéo,
enquanto que os conidios ovais sdo produzidos dentro dos tecidos das plantas, sendo
responsaveis pela disseminacéo sistémica do patdgeno no interior da planta (Panaccione et al.,
1989), o que explicaria a pouca importancia da hidrofobicidade da superficie no processo de
germinacéo destes (Chaky et al., 2001).

O pré-requisito para que ocorra a patogénese de um fungo € a sua eficiéncia de adeséo
a superficie foliar do hospedeiro. Porém, anterior a adesdo, etapas de reconhecimento, de
atracdo e de contato entre patdgeno e hospedeiro sdo necessarias, e ocorrem por meio dos
conidios. Uma troca de sinais entre patdgeno e planta, sinaliza o inicio desta interacdo. Estes
sinais secretados pelos patdgenos, incluem principalmente proteinas, acucares e
lipopolissacarideos (Boyd et al.,, 2013) e sdo os determinantes para a colonizagdo no
hospedeiro e o estabelecimento de reacdes de suscetibilidade e de resisténcia. A interacéo
inicial entre planta e patdgeno ocorre a nivel de apoplasto e é mediada pelo reconhecimento
entre proteinas e outros metabolitos secretados por ambos, hospedeiro e patogeno (Dodds &
Rathjen, 2010; Gupta et al. 2015). Sendo assim, a penetracéo e a infeccdo somente serdo bem-
sucedidas havendo uma eficiente adesdo (Rhoden et al. 2019). Colletotrichum spp. utilizam
de estruturas especializadas para a infeccdo da planta, incluindo tubos germinativos,
apressorios, hifas intracelulares e hifas necrotréficas secundarias desenvolvidas apds a fixacéo
do patdgeno na superficie da planta (Diéguez-Uribeondo et al., 2005; Liao et al., 2012;
Vargas et al., 2012; Joshi, 2018).

Em C. sublineola as fases de reconhecimento, de adesdo e de infeccdo de conidios
falcados, ja foram bem estabelecidas (Basavaraju et al., 2009; Crouch & Beirn, 2009; Xavier
et al., 2017), porém pouco € conhecido sobre as fases de infeccdo de conidios ovais em folhas
de sorgo. Os resultados demonstraram que o processo de infeccdo em folhas de sorgo pelos
conidios ovais foi semelhante ao dos conidios falcados, independente da cultivar de sorgo ser
resistente ou suscetivel. Ambos os conidios, apds aderirem a superficie do segmento foliar,
intumesceram e iniciaram o processo de germinacdo 2 h Al. No inicio do processo de
germinacdo, os conidios falcados desenvolveram um septo transversal e emitiram um ou dois
tubos germinativos na extremidade e/ou lateralmente na regido central. De forma distinta, os
conidios ovais ndo formaram septos e emitiram apenas um tubo germinativo. Esta emissao
multipla de tubo germinativo pelos conidios falcados foi relatada anteriormente em C.
sublineola (Souza Paccola et al., 2015) e em outras espécies deste género (Lins et al., 2007;

Pereira et al., 2009), o que demonstra ser uma caracteristica deste tipo de conidio.
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Nordzieke et al. (2019) observaram que os conidios falcados de C. graminicola
secretaram um auto inibidor de germinacdo, a micosporina-glutamina, que induz este tipo de
conidio a entrar em dorméncia sobre a superficie foliar do hospedeiro até que as condicbes
ambientais se tornem propicias para a sua germinacao e posterior infecgdo. Este auto inibidor
esta ausente nos conidios ovais, porém sinais indutores de auto fusdo sdo emitidos pelos tubos
germinativos oriundos dos conidios ovais, 0 que promove anastomoses hifais com formacéao
de redes germinativas, das quais se originam as estruturas de infecgdo. Esta auto fusdo durante
0 processo germinativo ndo foi observado nos conidios falcados de C. graminicola. As
diferengas na germinagdo dos conidios ovais e falcados sobre folhas de milho permitiram
Nordzieke et al. (2019) concluirem que os conidios falcados sdo individualmente eficientes na
invasdo do hospedeiro, enquanto que os conidios ovais necessitam da formacdo de redes
germinativas antes de iniciar o processo de penetracdo no hospedeiro.

Tubos de anastomoses também foram descritos anteriormente por Roca et al. (2004)
em Colletotrichum lindemuthianum, Colletotrichum gossypii e  Colletotrichum
gloeosporioides. Segundo estes autores, esses tubos de anastomose sédo formados de forma
rapida e abundante e diferem morfologicamente dos tubos germinativos convencionais
emitidos pelos conidios, cuja funcdo € promover o desenvolvimento normal de hifas que
produzirdo estruturas especializadas na infec¢do. Roca et al. (2004) sugeriram que esses tubos
de anastomoses possam ser um tipo de hifa adaptativa especializada com funcéo de promover
anastomoses diretamente entre os conidios, podendo ser considerado uma parte normal do
ciclo de vida de alguns membros desse género. Em nosso estudo, os conidios falcados e os
ovais emitiram tubos germinativos seguidos do desenvolvimento de estruturas de penetracdo
sem formacéo de tubos de anastomose por nenhum dos dois tipos de conidios. Diferente do
observado na espécie irmd, C. graminicola, por Nordzieke et al. (2019), nenhuma rede
germinativa necessaria para invasao do hospedeiro pelos conidios ovais foi observada.

Anastomoses seguidas da formacdo de densos heterocarios foram previamente
descritas por Souza Paccola et al. (2003) em C. sublineola. Os autores inocularam conidios
ovais portadores de marcas genéticas complementares, tanto em meios sintéticos (in vitro)
como em plantulas de sorgo. Conidios falcados recombinantes foram isolados tanto no meio
de cultivo sintético como a partir de acérvulos produzidos em lesdes foliares resultantes da
infeccdo pelos conidios. De acordo com o0s autores este processo explicaria em parte a
variabilidade genética dentro desta espécie. Os resultados obtidos por Souza-Paccola et al.
(2003b) somados aos apresentados no presente estudo demonstram que as anastomoses de

hifas em C. sublineola ocorrem apds a penetracdo das hifas ja desenvolvidas e ndo em tubos
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germinativos como descritos para outras espécies deste género (Roca et al., 2004; Ishikawa et
al., 2012; Mota et al., 2016; Nordzieke et al., 2019).

Semelhante ao que ocorre na maioria de Colletotrichum spp., apressorios unicelulares
e melanizados foram formados 4 h Al de ambos os conidios em frequéncia variavel entre as
duas cultivares de sorgo. De acordo com Bourett & Howard (1990) e Howard & Valent
(1996), o inicio da formacdo do apressorio é dependente da espécie, da linhagem e do
substrato, e podem se originar diretamente do conidio ou a partir do tubo germinativo. Nos
resultados do presente estudo, os apressorios foram formados diretamente em uma das
extremidades do conidio falcado, ndo estando ligados a um tubo germinativo, ao contrario do
que ocorreu nos conidios ovais, onde os apressorios se formaram na extremidade dos tubos
germinativos. Apds um curto periodo de crescimento, a extremidade do tubo germinativo do
conidio oval intumesceu, se curvou, e deu origem a um apressorio unicelular, o qual se tornou
separado do tubo germinativo por meio de um septo. Este septo também foi observado
separando o apressorio recém-formado do conidio falcado.

Apressorios sdo estruturas essenciais para o processo de infeccdo. Sinais liberados pela
planta hospedeira associados a caracteristicas fisicas da sua superficie foliar desencadeiam a
formacéo dos apressorios (Hamel et al. 2012; Anjago et al., 2018). Uma grande variabilidade
na taxa de formacdo de apressorios foi observada entre as duas cultivares de sorgo. De forma
geral, os apressdrios foram formados em maior frequéncia pelos conidios falcados na cultivar
suscetivel e, na cultivar resistente, essa frequéncia foi maior no processo de infeccdo pelos
conidios ovais. Uma grande variacdo na morfologia dos apressorios dentro do género
Colletotrichum tem sido descrita (Lins et al., 2007; Pereira et al., 2009). Apressorios de
conidios falcados de C. graminicola em Agrostis palustris e Poa annua variaram de
arredondados a ovalados (Browning et al., 1999; Khan & Hsiang, 2003), similares aos
apressorios de C. sublineola em sorgo (Browning et al., 1999). Apressorios de C. graminicola
isolados de milho apresentam morfologia e tamanho bastante variavel, sendo obovados,
piriformes a elipticos, quando pequenos, ou de formato irregular quando maiores, com um a
cinco l6bulos (Sutton, 1968). No presente, estudo os apressdrios ocorreram em ambos 0s tipos
de conidios, porém, a morfologia destes foi distinta entre eles. Conidios falcados emitiram
apressorios com morfologia uniforme e arredondada, enquanto que 0s apressorios dos
conidios ovais eram irregulares.

A maturacdo do apressorio envolve a deposicdo de uma camada de melanina na
parede celular préxima da membrana plasmatica (Kubo & Furusawa, 1986), a formacdo do

poro de penetracdo, a secrecdo de material da matriz extracelular e finalmente a fixagdo do
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apressorio na superficie do hospedeiro (Pain et al., 1996). A camada de melanina é limitada a
parede do apressorio, conferindo a ele uma pigmentagdo escura quando visto sob microscopia
Optica (Howard & Valent, 1996). H& uma zona central bem mais clara, correspondendo a uma
regido do apressorio isenta de melanina, onde se desenvolve o poro de penetracdo (Bourett &
Howard, 1990). E neste poro que se forma o grampo de penetracdo, uma estrutura fina,
pequena e embutida na parede celular, com capacidade de invadir as células epidérmicas
(Wharton & Schilder, 2008; Vargas et al., 2012). Os poros de penetracdo foram observados
em todos os tratamentos, porém um pouco mais tarde e em baixa frequéncia em apressorios
formados a partir de conidios ovais.

Da mesma forma que a frequéncia de poros de penetracdo foi maior nos conidios
falcados, a frequéncia de formacdo de hifas de infeccdo também ocorreu em proporcdo
superior a partir de conidios falcados. N&o foi possivel correlacionar a formacgéo das hifas de
infeccdo com a suscetibilidade ou resisténcia da cultivar.

Foram vistos neste patossistema dois estagios iniciais de colonizacdo, o subcuticular
seguido do intracelular. No primeiro estagio, que corresponde ao subcuticular, o grampo de
penetracdo presente no poro de penetragdo atravessou a cuticula, alcancou a célula
epidéermica, sofreu um inchago, dando origem a uma grande vesicula esférica, a vesicula de
infeccdo, marcando assim o final deste estagio e o inicio do segundo estagio, o intracelular. A
partir de entdo, as hifas intracelulares primarias sofreram um espessamento e colonizaram as
células epidérmicas adjacentes.

Colletotrichum spp. emitem hifas secundarias a partir das hifas primarias,
determinando o final da fase biotrofica (Bailey et al., 1992) e iniciando a fase necrotréfica, o
que resulta no desenvolvimento dos sintomas necroticos no hospedeiro (Wharton et al., 2001;
Anand et al., 2008; O’Connell et al.,, 2012). Embora Wharton & Julian (1996) tenham
relatado o desenvolvimento de hifas secundarias finas em isolados de C. sublineola
inoculados em folhas de sorgo, no presente estudo ndo foram observadas estas hifas, apenas
as primarias.

Apesar das diferencas morfologicas e da diferenca na origem dos conidios falcados e
ovais, ambos foram capazes de reproduzir sintomas da doenca de forma semelhante. As hifas
originarias de ambos os conidios formaram emaranhados miceliais seguido da formacdo do
estroma proto acervular. Acérvulos contendo setas e conidiéforos se desenvolveram a partir
deste estroma e conidios falcados foram liberados na superficie da lesdo, fechando assim o
ciclo de infeccdo. Até o periodo total de observacdo, ndo foram detectados conidios ovais no

interior das lesoes.
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Pelos resultados apresentados, os conidios ovais também sdo infectivos como os
falcados e capazes de desenvolver sintomas de antracnose no sorgo, porém seu real papel e
sua contribuicdo no desenvolvimento da doenca ainda néo estéo esclarecidos.

Considerando que os conidios ovais de C. sublineola sdo facilmente produzidos a
partir de hifas em cultura liquida, pode-se supor que hifas priméarias que penetram o interior
da planta, em contato com liquidos, seja capaz de emitir conidios ovais. O pequeno tamanho
destes permitiria uma circulacdo mais facil pelos vasos, provocando a antracnose no colmo,
de onde alcancariam o pedunculo floral e infectariam as flores, resultando na antracnose da
panicula, afetando de sobremaneira a qualidade e a produtividade dos grdos. De acordo com
Casela et al. (1998), a antracnose da panicula e dos graos de sorgo sao resultantes da infeccao
de conidios falcados produzidos durante a fase foliar da doenca, os quais sdo levados até a
bainha das folhas pela dgua de chuva, onde germinam e penetram pelo peddnculo ou pela
panicula. Acreditamos que os conidios ovais possam participar diretamente neste processo,

porém mais estudos devem ser conduzidos para comprovar esta suposicao.

5. Concluséao

Dentre os problemas fitossanitarios que afetam a cultura do sorgo, a antracnose
causada por C. sublineola tem ocupado lugar de destaque como sendo uma das doencas
responsavel por enormes prejuizos na cultura sorgicola no mundo todo. A infec¢do do
patdgeno na planta tem inicio com a adesdo e fixacao de propagulos fungicos na superficie do
hospedeiro, seguida da germinacdo e formacao das estruturas de infecgdo. O processo de
infeccdo e de penetracdo entre os dois tipos de conidios assexuados produzidos por este
patdgeno mostrou-se muito semelhante, ndo apresentando diferencas nas estratégias de
infeccdo entre eles, embora diferencas quantitativas tenham sido observadas na formacéo de
apressorios e demais estruturas envolvidas no processo de infeccdo do hospedeiro. Estas
diferencas foram dependentes do tempo de incubacdo, do tipo de conidio e das cultivares de
sorgo. Apressorios oriundos de conidios falcados foram produzidos diretamente nos conidios,
enquanto que 0s apressorios originados dos conidios ovais foram formados nas pontas dos
tubos germinativos. Conidios ovais se mostram menos agressivos no desenvolvimento da
doenca. Os sintomas da doenca foram visualizados primeiramente no material inoculado com
conidios falcados e o numero de lesdes portadoras de acérvulos foi superior na cultivar
suscetivel. Conidios ovais mostraram que sdo infectivos, porém menos agressivos que 0S

conidios falcados, e foram capazes de desenvolver lesbes com acérvulos com producédo de
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uma grande quantidade de conidios falcados, fechando assim o ciclo de infeccdo. Nenhum
conidio oval foi visto nas lesGes foliares, indicando que desempenham um papel
disseminativo do patégeno no interior da planta. Estudos adicionais deverdo ser conduzidos
futuramente, comparando o processo de infeccdo de ambos os conidios, porém em plantas
inteiras, o que auxiliaria a esclarecer a importancia e o real papel dos conidios ovais no

desenvolvimento da antracnose em sorgo.
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