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RESUMO

A queima das folhas, causada por Curvularia eragrostidis, constitui uma importante
doenga do inhame no Nordeste brasileiro, embora inexistam estudos sobre a variabilidade do
patégeno. Com o objetivo de analisar a variabilidade de C. eragrostidis, 42 isolados obtidos
de areas de plantio de inhame do Estado de Pernambuco foram avaliados em relagdo a
componentes epidemiol6gicos, caracteristicas fisiologicas e sensibilidade ao fungicida
iprodione. No estudo dos componentes epidemioldgicos, plantas de inhame (cv. Da Costa)
com quatro meses de idade foram inoculadas com os isolados de C. eragrostidis (1x10*
conidios/ml) e avaliadas diariamente quanto a presenca e severidade dos sintomas de
gueima, sendo obtidos o periodo de incubacédo (PI) e a area abaixo da curva de progresso de
doenca (AACPD). Cada isolado foi também avaliado “in vitro” quanto a caracteristicas
fisioldgicas como taxa de crescimento micelial (TCM), esporulacdo (ESP) e germinacdo de
conidios (GER), assim como em relacéo a sensibilidade ao fungicida iprodione, avaliada pela
dose do fungicida suficiente para inibir 50% do crescimento micelial (DLsy) e pela
porcentagem de inibi¢cdo da germinacdo dos conidios (IGC). Foram constatadas diferencas
significativas (P=0,05) entre os isolados de C. eragrostidis em relacdo a todas as variaveis
avaliadas, sendo possivel a separacdo dos isolados em diferentes grupos de similaridade pelo
teste de Scott-Knott. Nao foram constatadas correlacdes significativas (P=0,05) das variaveis
associadas a doenca (Pl e AACPD) com as demais variaveis (TCM, ESP, GER, DLs; e IGC).
Utilizando o conjunto das variaveis, a analise da distancia Euclidiana por ligacdes simples
permitiu a separacdo dos 42 isolados de C. eragrostidis em sete grupos de similaridade. Os
resultados obtidos indicam a existéncia de variabilidade entre os isolados do patdgeno

causando gqueima das folhas em diferentes areas de cultivo de inhame de Pernambuco.
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ABSTRACT

Leaf blight, caused by Curvularia eragrostidis, is one of the main diseases of the yam in
Brazilian Northeast, however studies on the pathogen variability are inexistent. In order to
characterize the variability of C. eragrostidis, 42 strains obtained from yam fields in the
Pernambuco State were evaluated in relation to epidemiological components, physiologic
characteristics and sensibility to iprodione. In the epidemiological components study, yam
plants, cv. Da Costa, were inoculated with strains of C. eragrostidis (1x10* conidia/ml) and
evaluated daily for occurrence and severity of disease symptoms, to record incubation period
(IP) and area under disease progress curve (AUDPC). Strains were evaluated “in vitro” for
micelial growth rate (MGR), sporulation (SP) and germination of conidia (GER), as well as
for sensitivity to iprodione, evaluated by the lethal dose which inhibited 50% of micelial
growth (DLsp) and percentage of inhibition of conidium germination (ICG). There were
significant differences (P=0.05) among the strains of C. eragrostidis in relation to all
variables, resulting in different similarity groups of strains according to the Scott-Knott test.
There were no significant correlation (P=0.05) between the variables associated with disease
(IP and AUDPC) and the other variables studied (MGR, SP, GER, DLsy and ICG). When all
variables were analyzed by the Euclidean distance (single linkage), the 42 strains were
gathered into seven similarity groups. Therefore, there is variability among the strains of C.

eragrostidis, which causes leaf blight of yam in different planting areas in Pernambuco.
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INTRODUCAO GERAL

O inhame (Dioscorea spp.), pertencente a ordem Dioscoreales e familia Dioscoreaceae,
constitui um dos principais alimentos em regides tropicais (Mafra,1986). Entre as 600
espécies do género Dioscorea, somente algumas sdo cultivadas por produzirem tdaberas
comestiveis, destacando-se D. cayennensis Lam., D. alata L., D. rotundata Poir. e D.
esculenta (Lour.) Burk. (COPR, 1978). Nos campos de producdo localizados na regido
Nordeste do Brasil, a espécie predominante é D. cayennensis, que possui uma Unica cultivar,
conhecida vulgarmente por "Da Costa". O plantio desta cultivar é justificado pelo alto valor
econdmico das tuberas, além de ser um alimento muito aceito pela popula¢do (Moura, 1997).

O Estado de Pernambuco é o principal produtor nacional de inhame, sendo que a
producdo concentra-se na mesorregido da Zona da Mata, principalmente nos municipios de
Igarassu, Goiana, Condado e Alianca, da microrregido da Mata Seca (Norte), e nos
municipios de Amaraji e Bonito da microrregifo da Mata Umida (Sul). O inhame tem amplo
mercado interno e externo (Santos,1996), tendo uma média mensal de 1.069 t do produto
comercializados na Central de Abastecimento de Recife (CEAGEPE, 2000).

Apesar do inhame ser uma cultura de facil manejo, a ocorréncia de doengas pode
reduzir a produtividade e o valor das tiberas no comércio interno e nas exportacées (Santos,
1996; Moura, 1997). Dentre estas, a queima das folhas, causada pelo fungo Curvularia
eragrostidis (Henn.) Meyer [teleomorfo Cochliobolus eragrostidis (Tsuda & Ueyama)
Sivan.], ocorre regularmente nas areas de producdo durante todo o ano, podendo atingir alta
incidéncia e severidade (Michereff et al., 1999a) e reduzir em torno de 35 a 40% o0 peso da
tubera comercial (EMATER/IPA, 1985).

A espécie C. eragrostidis pertence a classe Deuteromycetes, sub-classe

Hiphomycetidae, ordem Moniliales e familia Dematiaceae (Alexopoulos & Mims, 1979),



tendo como sinonimias Brachysporium eragrostidis Henn., Spondylocladium maculans
Bancroft e Curvularia maculans (Bancroft) Boedijn. Quando cultivado em meio de cultura, C.
eragrostidis apresenta conidiéforos solitdrios ou em grupos, simples ou raramente
ramificados, retos a flexuosos, algumas vezes geniculados, multiseptados, com coloracao
marrom, variando no comprimento, com cerca de 5 um de espessura. Os conidios apresentam
forma elipsoidal ou de barril, dimensdes de 18-37 x 11-20 um, com trés septos, sendo que 0
septo mediano aparece como uma espessa banda escura, as células centrais apresentam
coloracdo marrom escura e as ceélulas externas coloracdo marrom palida. Na fase
teleomorfica, apresenta ascomas superficiais, globosos a sub-globosos, escuros, 375-750 um
de largura, com um protuberante bico ostiolar, desenvolvendo sobre estroma colunar ou
plano, firmemente aderido ao substrato na base; bico ostiolar com dimensdes de 250-1125 x
85-190 um e &pice hialino. Ascas bitunicadas, a maioria cilindrica, com 8 esporos, dimensdes
de 150-240 x 12,5-22 um e pseudoparéfises hialinas. Ascosporos hialinos, filiformes ou
flageliformes, com 12 a 22 septos, paralelamente a frouxamente espiralados nas ascas ou
raramente espiralados em uma hélice, dimensées de 175-240 x 3,8-6,3 um, com ou sem uma
fina camada mucilaginosa. A fase teleomorfica foi constatada somente em condicGes de
laboratdrio (Sivanesan, 1990).

O sintoma primario da queima das folhas do inhame é uma mancha necrética, de
coloracdo marrom escura, freqiientemente circundada por um halo amarelo. Essas manchas,
gue tendem para o formato circular e atingem, em média, 2 a 3 cm de diametro, sdo limitadas
parcialmente pelas nervuras do limbo foliar. E comum a coalescéncia de manchas, formando
grandes éareas necrosadas. Incidindo sobre plantas jovens, que possuem folhas em
desenvolvimento, o crescimento € significativamente reduzido e as folhas retorcidas,
apresentam quadro tipico de crestamento, resultando em elevadas perdas. Em menor
freqiiéncia, ocorrem lesdes nos peciolos e nos ramos. Os sintomas secundarios ou reflexos séo

o reduzido desenvolvimento da planta e o pequeno tamanho das tdberas comerciais e tuberas-



semente. Em casos extremos de alta incidéncia e severidade, formam-se grandes reboleiras,
constituidas de plantas queimadas e mortas (Mafra, 1986; Moura, 1997).

Os restos culturais e as tUberas-semente infestadas constituem as principais fontes de
indculo primario de C. eragrostidis na cultura do inhame, (Mignucci et al., 1985). Além
disso, o inéculo fangico pode ser proveniente de outros hospedeiros, uma vez que essa
espéecie causa doenca em mais de 80 géneros botanicos (Ellis, 1971; Farr et al., 1989;
Sivanesan, 1990).

A disseminacdo dos esporos de C. eragrostidis ocorre principalmente pelo vento
(Sivanesan, 1990), ndo tendo sido verificada uma influéncia significativa da irrigacdo por
aspersdo na intensidade e no arranjo espacial da queima das folhas em plantios da Zona da
Mata de Pernambuco (Michereff et al., 1999b). Em relacdo ao controle da queima das folhas
do inhame, a cultivar Da Costa, amplamente plantada no Estado de Pernambuco, é altamente
suscetivel a queima das folhas (Michereff et al., 1999a) e ndo existem fungicidas registrados
para a cultura (Agrofit98, 1998). Apesar da falta de registro, o controle da doenca se baseia
em pulverizacdes, apds o aparecimento dos primeiros sintomas, com produtos a base de
mancozeb, triadimenol e tebuconazole (Michereff et al., 1999b).

No desenvolvimento de estratégias de controle de doencas de plantas € importante
conhecer a variabilidade das populacdes do patdgeno, o que pode determinar o potencial de
adaptacdo do organismo as condicOes adversas (Brown, 1998).

Devido a alta plasticidade genética e ao grau de dependéncia em relacdo aos fatores
ambientais, os agentes fitopatogénicos estdo mais sujeitos a variagdes genotipicas e
fenotipicas do que os vegetais superiores. Os principais mecanismos geradores de
variabilidade em fungos sdo os processos de mutacdo, recombinacdo sexual ou meidtica,
heterocariose, recombinacdo parassexual e heranca citoplasmatica. A mutacdo geneética, a
recombinacdo sexual e a heranca citoplasmatica constituem a base das variacdes quanto a

patogenicidade (Casela & Guimardes, 1996). As mutacGes ocorrem devido a erros na



duplicacdo cromossdmica, podendo ocorrer na meiose (mutacdo germinal) ou na mitose
(mutacdo somatica). O primeiro tipo, para fungos que se reproduzem sexuadamente, e 0
segundo, para aqueles que se reproduzem assexuadamente (Camargo, 1995). Ainda que as
taxas de mutacdo por locus sejam baixas, as populacdes desses organismos sdo, na maioria
das vezes, suficientemente grandes para permitir que os alelos mutantes sejam persistentes ao
longo do tempo, gerando, em conseqliéncia, uma alta diversidade genética (Casela &
Guimardes, 1996). Além disso, logo que um novo carater para viruléncia apareca em um
mutante, este carater fara parte dos processos sexuais e parassexuais do patdégeno e podem
produzir, por recombinacdo génica, niveis de viruléncia diferentes daqueles isolados que o
originaram. A recombinacdo dos fatores genéticos ocorre durante a divisdo meidtica do
zigoto, resultante do cruzamento genético entre cada parte das cromatides dos genes que eles
carregam de um par cromossdmico que sdo trocados por partes da cromatide do outro
cromossomo do par, resultando em organismos diferentes daqueles dos quais ele se originou
(Walker, 1973). A heranca citoplasmatica é importante como fonte de variabilidade em
fungos fitopatogénicos pela presenca de um sistema genético na mitocondria e pela ocorréncia
de RNA de fita dupla (ds RNA) com atividade genética. O genoma mitocondrial esta sujeito
as mesmas fontes de variabilidade que o DNA nuclear. A heranca citoplasmatica é a aquisicdo
feita por um patogeno, por hereditariedade completamente extracromossomal da capacidade
de transmitir genes determinantes de patogenicidade e de viruléncia, que podem estar
presentes no citoplasma. Trés tipos de adaptacdo, que acontecem por alteracdo no material
genético, ttm se mostrado nos fitopatdgenos. Patdgenos podem adquirir habilidade para
tolerancia a substancias toxicas, para utilizar novas substancias para crescimento e para mudar
sua viruléncia em relacdo as plantas hospedeiras (Casela & Guimaraes, 1996).

Embora os tipos de variabilidade mais freqlientemente estudados em populacbes de

patdgenos sejam adaptacdo a diferentes genotipos do hospedeiro e resposta a fungicidas,



estudos envolvendo a fisiologia do patdgeno e componentes epidemiolégicos da doenca
podem constituir importantes instrumentos de investigacdo (Brown, 1998).

A sensibilidade de populacdes de patdgenos a fungicidas tem sido avaliada
principalmente em relacéo a dose do principio ativo suficiente para inibir 50% do crescimento
micelial (DLsp) e & porcentagem de inibicdo da germinacgdo de conidios (Brown, 1998). Além
disso, aspectos relacionados a fisiologia do patégeno, como taxa de crescimento micelial,
esporulacdo e germinacdo de conidios, sdo importantes indicadores da existéncia da
variabilidade em populacdes (Griffin, 1994). Dentre os componentes epidemiol6gicos da
doenca, o periodo de incubacdo e a area abaixo da curva de progresso da doenca constituem
importantes instrumentos comparativos e analiticos. O periodo de incubacdo, determinado
pelo periodo de tempo entre a inoculagdo e o aparecimento dos sintomas, indica a velocidade
com que o patdgeno coloniza o hospedeiro, enquanto a area abaixo da curva de progresso da
doenca, que constitui a integracdo da intensidade da doenca entre dois periodos de tempo, é a
melhor representacdo temporal de uma epidemia, sendo utilizada para sumarizar a curva de
progresso da doenca (Campbell & Madden, 1990).

Apesar da queima das folhas do inhame ter sido reportada pela primeira vez no Brasil,
em Pernambuco, ha mais de 35 anos (Medeiros & Aquino, 1964), até 0 momento ndo existem
estudos sobre a variabilidade de populacdes do patogeno.

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a variabilidade de isolados de C.
eragrostidis, oriundos de areas de plantio de inhame da Zona da Mata de Pernambuco,
baseada em componentes epidemioldgicos, caracteristicas fisiologicas e sensibilidade ao

fungicida iprodione.
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RESUMEN

El atizonamiento de las hojas, causado por Curvularia eragrostidis, constituye una
importante enfermedade del iame en el noreste brasilefio, no obstante, no existen estudios
acerca de la variabilidad del patégeno. Con objectivo de caracterizar la variabilidad de C.
eragrostidis, fuerdn evaluados 42 aislados obtenidos de &reas de plantio de fiame del Estado
de Pernambuco. En el estudio de los componentes epidemioldgicos, plantas de fiame, cv. Da
Costa, fueron inoculadas con los aislados de C. eragrostidis (1x10* conidios/ml) e evaluadas
diariamente cuanto a presencia y severidad de los sintomas de atizonamiento, sendo
obtenidos el periodo de incubacién (P1) y la area bajo la curva de progreso de la enfermedad
(ABCPE). Cada aislado fue tambiém evaluado ““in vitro” cuanto a las caracteristicas
fisiologicas como tasa de crecimiento micelial (TCM), esporulacién (ESP) y germinacion del
conidios (GER), asi como en relacién a la sensibilidad al fungicida iprodione, evaluada por
el dosis del fungicida suficiente para inhibir 50% del crescimiento micelial (DLsg) y por el
porcentaje de inhibicién de la germinacion de los conidios (IGC). Fueron constatadas
diferencias significativas (P=0,05) entre los aislados de C. eragrostidis em relacion a todas
las variables evaluadas, siendo posible la separacion de los aislados en diferentes grupos de
similaridad por la prueba de Scott-Knott. No fueron constatadas correlaciones significativas
(P=0,05) de las variables asociadas a la enfermedad (Pl y ABCPE) con las demas variables
(TCM, ESP, GER, DLsp y IGC). Utilizando el conjunto de las variables, el andlisis de la
distancia Euclidiana por ligaciones simples permitio la separacion de los 42 aislados de C.
eragrostidis en siete grupos de similaridad. Los resultados obtenidos indican la existencia de
variabilidad entre los aislados del patdgeno causando atizonamiento de las hojas en

diferentes areas de cultivo de fiame de Pernambuco.
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SUMMARY

Leaf blight, caused by Curvularia eragrostidis, is one of the main diseases of the yam in
Brazilian Northeast, however studies on the pathogen variability are inexistent. In order to
characterize the variability of C. eragrostidis, 42 strains obtained from yam fields in the
Pernambuco State were evaluated. In the epidemiological components study, yam plants, cv.
Da Costa, were inoculated with strains of C. eragrostidis (1x10* conidia/ml) and evaluated
daily for occurrence and severity of disease symptoms, to record incubation period (IP) and
area under disease progress curve (AUDPC). Strains were evaluated “in vitro™ for micelial
growth rate (MGR), sporulation (SP) and germination of conidia (GER), as well as for
sensitivity to iprodione, evaluated by the lethal dose which inhibited 50% of micelial growth
(DLsp), and percentage of inhibition of conidium germination (ICG). There were significant
differences (P=0.05) among the strains of C. eragrostidis in relation to all variables,
resulting in different similarity groups of strains according to the Scott-Knott test. There were
no significant correlation (P=0.05) between the variables associated with disease (IP and
AUDPC) and the other variables studied (MGR, SP, GER, DLsg y ICG). When all variables
were analyzed by the Euclidean distance (single linkage), the 42 strains were gathered into
seven similarity groups. Therefore, there is variability among the strains of C. eragrostidis,

which causes leaf blight of yam in different planting areas in Pernambuco.

INTRODUCCION

El atizonamiento de las hojas (“quema”), causado por Curvularia eragrostidis (Henn.)
Meyer [teleomorfo Cochliobolus eragrostidis (Tsuda & Ueyama) Sivanesan], es una de las

principales enfermedades del fame (Dioscorea cayennensis Lam.) en el Estado de
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Pernambuco, noreste brasilefio, donde ocurre regularmente en las areas de produccion durante
el afio entero, pudiendo alcanzar elevada incidéncia y severidad (Michereff et al., 1999). Los
sintomas del atizonamiento se caracterizan por manchas necréticas en las hojas, con
coloracion café oscura, de 2 a 3 cm de diametro y frecuentemente rodeadas por una aureola
amarilla (Moura, 1997). Un gran numero de lesiones pueden causar el completo
desfoliamiento de la planta, y reducciones de 35 a 40 % en el peso de los tubérculos
comerciales (Emater/Ipa, 1985).

Los restos de los cultivos y los tubérculos-semillas infestadas constituyen las fuentes
principales de indculo primario de C. eragrostidis em plantaciones del iame (Mignucci et al.,
1985). Ademas, el indculo fangico puede provenir de otros hospedadores, debido a que esta
especie es causante de enfermedades en mas de 80 taxa vegetales (Sivanesan, 1990). La
principal medida de control del atizonamiento de las hojas se basea en pulverizaciones
después del aparecimiento de los primeros sintomas, con productos en base al mancozeb,
triadimenol e tebuconazole (Michereff et al., 1999).

En el desarrollo de estrategias del control de las enfermedades de las plantas, es
importante conocer la variabilidad de las poblaciones del patdgeno, lo que puede determinar
el potencial de adaptacion del organismo a las condiciones adversas. Aun que los tipos de
variabilidad mas frecuentemente estudiadas en poblaciénes de patogenos seam adaptacion a
diferentes genotipos del hospedero y respuesta a fungicidas, estudios envolviendo la biologia
del patdégeno y componentes epidemiologicos de la enfermedad pueden constituir importantes
instrumentos de la investigacion (Brown, 1998).

No obstante el atizonamiento de las hojas del fiame haber sido reportada por la primera
vez en Brasil, en Pernambuco, hace mas de 35 afios (Medeiros & Aquino, 1964), hasta el
momento no existen estudios acerca de la variabilidad del patdgeno.

Este trabajo tuvo como objectivo caracterizar la variabilidad de aislados de C.

eragrostidis, provenientes de areas de plantio de fiame de la region de la Zona da Mata de
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Pernambuco, con base en componentes epidemioldgicos, caracteristicas fisiologicas y

sensibilidad al fungicida iprodione.

MATERIALES Y METODOS

Aislados de Curvularia eragrostidis. Fueron utilizados 42 aislados de C. eragrostidis,
obtenidos de hojas de fiame con sintomas del atizonamiento colectadas en distinctas areas de
plantio de la regién de la Zona da Mata de Pernambuco, durante los afios de 1998 y 1999
(Tabla 1). Para la obtencion de los aislados, las hojas con sintomas fueron colocadas en
camara humeda, constituida de caja tipo gerbox con esponja humedecida en agua destilada y
sobrepuesta por tela plastica, y mantenidas a temperatura de 25+2°C bajo alternacion
luminosa (12 horas claro/12 horas oscuro). Después de cinco dias, las estructuras del hongo
fueron transferidas para placas de Petri conteniendo medio del cultivo papa-dextrosa-agar
(PDA), suplementado con 0,01% de tetraciclina. Las estructuras del hongo fueron transferidas
para tubos de ensayo conteniendo PDA después de cinco dias y posteriormente mantenidas a

temperatura de 5°C.

Variabilidad de los aislados de Curvularia eragrostidis baseada en componentes
epidemioldgicos. Plantas de fiame, variedad "Da Costa", con cuatro meses de edad y
mantenidas en invernadero, fueron inoculadas en la parte aérea con los aislados de C.
eragrostidis, en la concentracién de 1x10 conidios/ml. La multiplicacion y la preparacién del
indculo, asi como la inoculacidn, seguiram procedimientos previamente descritos por
Michereff et al. (1994). Después de la inoculacion, las plantas fueron mantenidas en cdmara
himeda por 36 horas, constituida de bolsas de polietileno, y posteriormente en condiciones

normales de invernadero.
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Las evaluaciones fueron realizadas diariamente, hasta 15 dias después de la inoculacion,
cuanto a presencia y severidad de los sintomas del atizonamiento. La severidad (porcentaje de
area foliar lesionada) fue evaluada con el auxilio de una escala diagramatica de 0 a 32% de
area foliar lesionada (Michereff, 1998). Los aislados de C. eragrostidis fueron caracterizados
en relacion a: periodo de incubacion (Pl), determinado por lo numero de dias entre la
inoculacion y el aparecimiento de los sintomas, y area bajo la curva de progreso de la
enfermedad (ABCPE), calculada seguin Shaner & Finney (1977).

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar, con cinco repeticiones,
donde cada repeticion consistia de cuatro foliolos. Durante el periodo de ejecucion del

experimento, la temperatura en el invernadero fue de 28,7+ 0,9°C y la humedad relativa de

68,8 = 5,3%.

Variabilidad de los aislados de Curvularia eragrostidis baseada en caracteristicas
fisioldgicas. Cada aislado del patégeno fue evaluado cuanto a la tasa de crecimiento micelial
(TCM), esporulacion (ESP) y germinacion del conidios (GER). Para obtencién de la TCM,
discos de medio PDA con 6 mm de didmetro, conteniendo crecimiento de los aislados de C.
eragrostidis con ocho dias de edad, fueron transferidos para el centro de placas de Petri
conteniendo PDA. Las placas fueron incubadas a la temperatura de 25+2°C, bajo alternacion
luminosa. El disefio experimental utilizado fue completamente al azar, con cuatro
repeticiones, donde cada repeticion consistia de una placa. El crecimiento micelial de cada
aislado fue evaluado diariamente, en mm, hasta seis dias de la incubaciéon, por la medicion del
diametro de la colonia en dos sentidos diametralmente opostos, con el auxilio de una regla
milimetrada, y célculo de la media por placa. Los calores de crecimiento micelial (y) fueron
linearizados para logit (y) = In[y/(1-y)] (Bergamin Filho, 1995) y ajustados al modelo de
regresion lineal simple, com el tiempo (en dias) como variable independiente y crecimiento

micelial (mm) como la variable dependiente. La TCM (en mm/dia) fue estimada por el
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parametro b de la equacion de regresion. La linearizacion logit (y) fue utilizada por permitir
un excelente ajuste de los datos (r> > 95%) en la mayoria de los casos (92%).

La ESP fue evaluada a los 10 dias de incubacion, por la adiccién de 20 ml de agua
destilada esterilizada en cada placa utilizada para evaluation del crecimiento micelial,
raspadura de las coldnias con cepillo de cerdas suaves y filtracion en camada dupla de gaza
esterilizada, para la posterior determinacion de la concentracion de conidios (conidios/ml) con
el auxilio de hemacitometro.

En la evaluacion de la GER fue utilizado el método de la deposicion de gota sobre
ld&mina (Dhingra & Sinclair, 1995), siendo utilizada la suspension de conidios obtenida para la
evaluacioén de la esporulacion. Después de la homogeneizacion de la suspensién de conidios
por agitacion manual, fueron retirados 0,2 ml y depositados sobre una I&mina de vidrio,
acondicionada en camara himeda, constituida de placa de Petri con trés camadas de papel de
filtro humedecido en agua destilada. El conjunto fue mantenido a temperatura de 25+2°C bajo
luminosidad continua. Después de seis horas de incubacion, una gota de azul de Aman fue
depositada sobre la suspension de conidios contenida en la lamina, procediendo al contaje del
namero de conidios germinados y no germinados, en microscopio 6tico. Fue considerado
como conidio germinado aquel que presentava el largor del tubo germinativo con por lo
menos, dos veces su mayor anchura. Para efecto de calculo, fue obtenida la média de 50
esporas en dos campos de microscopio por repeticion, bajo aumento de 40x, determinandose
el porcentaje de germinacién de conidios. El disefio experimental utilizado fue completamente

al azar, con cuatro repeticiones, donde cada repeticion consistia de una lamina.

Variabilidad de los aislados de Curvularia eragrostidis baseada en la sensibilidad al
fungicida iprodione. La sensibilidad de los aislados de C. eragrostidis al iprodione fue
evaluada por el dosis del fungicida suficiente para inhibir 50% del crescimiento micelial

(DLsp) y por el porcentaje de inhibicion de la germinacion de los conidios (IGC).
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En la determinacién de la DLsy fue utilizado el método del fungicida incorporado al
medio de cultivo (Hickey, 1986). Discos de PDA con 6 mm de diametro, conteniendo
crecimiento de los aislados, fueron transferidos para placas con PDA, suplementado con 0.25,
0.5,1, 5y 10 ppm de iprodione (Rovral, 50% p.a.; Rhodia Agro). En el testigo, el crecimiento
fangico fue transferido para el medio PDA sin la suplementacion con el fungicida. Las placas
fueron incubadas a la temperatura de 25+2°C, bajo alternacion luminosa. El disefio
experimental utilizado fue completamente al azar, con cuatro repeticiones, donde cada
repeticion consistia de una placa. El crecimiento micelial fue evaluado a los seis dias de
incubacion, por la medicién del didmetro de la colonia en dos sentidos diametralmente
opostos, con el auxilio de uma regla milimetrada. Considerando el crecimiento maximo
verificado en el testigo, fue calculada el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial en
las distintas dosificaciones, segun Edington et al. (1971). Con los datos obtenidos, la DLsg
fue estimada por la analisis de Probit, segun Finney (1971), tenendo dosis (en ppm) como
variable independiente y porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (mm) como
variable dependiente.

En la evaluacion de la IGC fue utilizado el método de la deposicién de gota sobre
l&mina (Dhingra & Sinclair, 1995). En cada placa de Petri conteniendo crecimiento de C.
eragrostidis con seis dias de edad en medio PDA, fueron adiccionados 10 ml de suspension
acuosa de iprodione en la concentracion de 10 ppm. El testigo consistié en la adiccién de agua
destilada esterilizada, sin la presencia del fungicida. En seguida, fueron efectuadas la
raspadura de la superficie del crecimiento fungico con el auxilio de cepillo de cerdas suaves y
la filtracion de la suspension en camada dupla de gaza esterilizada. Después de la
homogenizacion de la suspension, fueron retirados 0,2 ml y depositados sobre una ldmina de
vidrio, siendo seguidos los mismos procedimientos de incubacion y evaluacion descritos en el
andlisis de la germinacion de los conidios. Considerando la germinacion de conidios

verificada en el testigo, fue calculada el porcentaje de inhibicion de la germinacién de
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conidios, conforme formula de Edington et al. (1971). EIl disefio experimental utilizado fue
completamente al azar, con cuatro repeticiones, donde cada repeticion consistia de una

lamina.

Anélisis de los datos. Considerando las variables aisladamente, los datos fueron sometidos al
analisis de varianza y las medias de los aislados comparadas por la prueba de Scott-Knott
(5%). Adicionalmente, fue evaluada la correlacion entre las varidveis, por el analisis de
correlacion de Pearson (5%). Considerando el conjunto de las variables, fue efectuado el
agrupamiento de los aislados baseado en los niveles de similaridad, por el andlisis de la
distancia Euclidiana por ligaciones simples. Todas las analisis estadisticas fueron efectuadas
con el auxilio del programa STATISTICA’99 for Windows (StatSoft Inc., Tulsa - OK, USA,

1999).

RESULTADOS

Variabilidad de los aislados de Curvularia eragrostidis baseada en componentes
epidemioldgicos. Los 42 aislados de C. eragrostidis demostraron patogenicidad cuando
inoculados en plantas de fiame, cv. Da Costa, ocasionando sintomas tipicos del atizonamiento
de las hojas. Fueron constatadas diferencias significativas (P=0,05) entre los aislados cuanto
al periodo de incubacion (P1) y el area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE),
siendo posible la separacion de los aislados en dos grupos de similaridad en cada variable por
la prueba de Scott-Knott (Tabla 1). EI PI del atizonamiento de las hojas del fiame varié de
5,00 a 14,50 dias, valores referentes a los aislados CE-2 y CE-10 en el limite inferior y al
aislado C-23 en el limite superior, mientras los valores de ABCPE variaron entre 1,38 a 18,00,

referentes a los aislados CE-23 y CE-2, respectivamente. Fue constatada correlacion negativa
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significativa (P=0,05) entre Pl y ABCPE (Tabla 2).

Variabilidad de los aislados de Curvularia eragrostidis baseada en caracteristicas
fisiolégicas. Cuando consideradas las caracteristicas fisiologicas, fueron constatadas
diferencias significativas (P=0,05) entre los aislados de C. eragrostidis (Tabla 1). Por la
prueba de Scott-Knott, fue posible la distincion de dos grupos de similaridad entre los aislados
en relacion a tasa de crecimiento micelial (TCM), siendo para esporulacién (ESP) y
germinacién de conidios (GER) fueron constatados cinco y cuatro grupos de similaridad,
respectivamente (Tabla 1). No fueron constatadas correlaciones significativas (P=0,05) entre

las diferentes caracteristicas fisioldgicas de los aislados de C. eragrostidis (Tabla 2).

Variabilidad de los aislados de Curvularia eragrostidis baseada en la sensibilidad al
fungicida iprodione. Fueron constatadas diferencias significativas (P=0,05) entre los aislados
de C. eragrostidis cuanto a la sensibilidad al fungicida iprodione (Tabla 1). Cuando
considerada la DLsp, los aislados del patdgeno fueron separados en tres grupos de similaridad
por la prueba de Scott-Knott, siendo verificados seis grupos de similaridad en relacion a
inibicion de la germinacion de conidios (IGC) (Tabla 1). Los aislados CE-17, CE-24 y CE-38
apresentaron los mayores valores de DLsg, indicando menor sensibilidad del crecimiento
micelial al fungicida, diferiendo significativamente (P=0,05) de los demés. En relacion a la
inhibicidn de la germinacién de conidios, los aislados CE-18, CE-28 y CE-36 evidenciaron la
menor sensibilidad al fungicida, diferiendo significativamente (P=0,05) de los deméas. No fue

constatada correlacion significativa (P=0,05) entre DLso y IGC (Tabla 2).

Agrupamiento general de los aislados de Curvularia eragrostidis. No fueron constatadas
correlaciones significativas (P=0,05) de las variables asociadas a la enfermedad (Pl y

ABCPE) con las demas variables (TCM, ESP, GER, DLso y IGC). Utilizando el conjunto de
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las variables evaluadas, el analisis de la distancia Euclidiana por ligaciones simples permitio
la separacién de los aislados de C. eragrostidis en siete grupos de similaridad, cuando
considerada la distancia de ligacion 30 (Figura 1). Los aislados CE-34, CE-10, CE-14, CE-35
y CE-20 constituyeron, individualmente, cinco grupos de similaridad distintos, mientras los
aislados CE-32, CE-26, CE-22 y CE-12 constituyeron un otro grupo. Los demas aislados

constituyeron un mismo grupo de similaridad.

DISCUSION

La variabilidad entre los aislados de C. eragrostidis qued6 evidenciada por las
diferencias en la velocidad con que los sintomas del atizonamiento de las hojas se
manifestaron en las plantas de fiame inoculadas y en el desarrollo de la enfermedad después
del aparecimiento de los primeros sintomas, por las diferencias en las caracteristicas
fisioldgicas, como tasa de crecimiento micelial, esporulacion y germinacion de los conidios,
asi como por las diferencias en la sensibilidad al fungicida iprodione, aun que no haya sido
reportada especializacion fisioldgica para el patdgeno (Sivanesan,1990),

Considerando que lo atizonamiento de las hojas del fiame es una enfermedad policiclica
(Michereff, 1998), la velocidad de la epidemia es muy influenciada por el periodo de
incubacion (Hau & Vallavieille-Pope, 1998). Por tanto, la correlacion negativa entre periodo
de incubacion y area bajo la curva de progreso de la enfermedad indica que la cantidad del
atizonamiento de las hojas esta inversamente relacionada al tiempo de inicio de los sintomas,
pareciendo al relatado en otros patosistemas (Parlevliet, 1979; Hau & Vallavieille-Pope,
1998).

La ausencia de correlaciones significativas entre tasa de crecimiento micelial,

esporulacion y germinacion de conidios de los aislados de C. eragrostidis indica la
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independencia entre esas variables y se parece a lo verificado en otros estudios (Griffin,
1994).

Las variaciones en la sensibilidad a iprodione entre los aislados de C. eragrostidis,
verificada en este estudio, confirmam las observaciones de Hau & Vallavieille-Pope (1998) de
gue aunque los aislados de un patégeno puedan ser caracterizados por su Vvariabilidad
patogénica, también pueden ser definidas sub-poblaciones dentro de poblaciones de los
patdgenos en relacion a la resisténcia a fungicidas. Hongos fitopatogénicos que producen
esporas asexuales multinucleados, como en el caso de C. eragrostidis (Sivanesan,1990),
pueden producir micélio heterocaridtico conteniendo nucleos sensibles y resistentes al
fungicida. Esos heterocarions son capaces de crecer en la presencia o ausencia del fungicida
y, por tanto, capacitan al patégeno a mantener nucleos resistentes y sensibles en la poblacion
y a adaptar para cualquier presion de seleccion dentro del ambiente (Summers et al., 1984).

La ausencia de correlaciones significativas entre DLsp e inhibicion de la germinacion,
indica que la sensibilidad de los aislados de C. eragrostidis a iprodione es independiente para
crecimiento micelial y germinacién de conidios.

La presencia de aislados de C. eragrostidis con baja sensibilidad a iprodione es
surpreendente, una vez que esse fungicida no ha sido utilizado para el control del
atizonamiento de las hojas del fiame en la Zona da Mata de Pernambuco (Michereff et al.,
1999) y la acumulacion de mutantes resistentes en poblaciones fangicas depende, entre otros
factores, de la presion de seleccion ejercida por la frecuencia de aplicacion del fungicida
(Kendall & Hollomon, 1998).

La ausencia de correlaciones significativas de las variables asociadas a la enfermedad
con las demas variables indica la poca validad de las caracteristicas fisioldgicas y de la
sensibilidad al fungicida iprodione en la deteccion de variabilidad patogénica en poblaciones
de C. eragrostidis, apesar del esfuerzo que ha sido devotado al estudio de la variabilidad en

fitopatdgenos baseada en caracteristicas otras que relacionadas a patogenicidad (Brown,
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1998). A ejemplo del verificado en el presente estudio, Oliveira et al. (1998) verific gran
variabilidad morfoldgica y fisioldgica en relacion a aislados de Bipolaris sorokiniana, sin
embargo, sin correlaciones significativas con la viruléncia en cultivares de trigo. Al evaluar la
variacion patogénica y fisiologica de aislados de Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, Tanaka & Menten (1992) constataron correlacion significativa entre
esporulacion y severidad de la antracnosis en algoddn, mas no entre crecimiento micelial y
severidad.

Aunque el surgimiento de resisténcia al iprodione pueda implicar en la reducion de la
virulencia o agresividad de los aislados resistentes (Fuchs & Waard, 1982), no fueron
verificadas correlaciones consistentes entre la velocidad de induccion de los sintomas o
intensidad del atizonamiento de las hojas en fiame y la sensibilidad al iprodione entre los
aislados de C. eragrostidis. Ademas, en el presente estudio a la sensibilidad al iprodione no
estuvo asociada con la capacidad de crecimiento micelial, esporulacion o germinacion de
conidios. Resultados diferentes fueron obtenidos por Huang & Levy (1995) al caracterizar
aislados de Alternaria brassicicola resistentes al iprodione, una vez que la mayoria de los
aislados presentd colonias menores que los aislados salvages en medio PDA, asi como menor
esporulacion y cantidad de enfermedad en hojas destacadas de bréculis.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican la existencia de variabilidad entre los
aislados de C. eragrostidis causando atizonamiento de las hojas del fiame en diferentes areas
de cultivo del Estado de Pernambuco. Las causas del surgimiento de la variabilidad entre los
aislados de C. eragrostidis quedan desconocidas, siendo poco probable que la variabilidad del
patogeno estea asociada a la adaptacion a los diferentes gendétipos del hospedero, una vez que
en los campos de producciéon de la Zona da Mata de Pernambuco predomina una Unica
cultivar, conocida vulgarmente por "Da Costa", con elevado valor economico de las tuberas y
alta suscetibilidad a el atizonamiento (Michereff et al., 1999). El facto de que C. eragrostidis

posue esporas multinucleados (Sivanesan, 1990), puede gerar la manifestacion de varios
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fenotipos, asi como la ocurréncia de fenébmenos como heterocariosis y ciclo parasexual puede
explicar, en parte, la variabilidad patogénica y fisioldgica de este microrganismo. Ademas,
visto que ja fue descrito el teleomorfo de C. eragrostidis bajo condiciones de laboratorio
(Tsuda & Ueyama, 1985), la variabilidad entre los aislados puede también ser debido a la

ocurréncia del ciclo sexual.
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Tabla 1.- Variabilidad de aislados de Curvularia eragrostidis causando atizonamiento de las
hojas de fiame en el Estado de Pernambuco, baseada en componentes epidemioldgicos,
caracteristicas fisioldgicas y sensibilidad al fungicida iprodione.

Aislado Origen Componentes Caracteristicas fisiologicas Sensibilidad al

epidemioldgicos iprodione

PI ABCPE? TCM? ESP* GER® DLs’  IGC’

(dias) (mm/dia)  (x10° con/ml) (%) (ppm) (%)

CE-1 Goiana 7,25%b 7,38 a 0,68 b 40,67 c 24,93 ¢ 0,58 b 59,34 d
CE-2 Goiana 5,00b 18,00 a 0,77 a 38,67 ¢ 1431 ¢ 047c 75,65 b
CE-3 Goiana 8,75b 7,25 a 0,73 a 192,67 a 15,88 ¢ 045¢c 59,32 d
CE-4 Goiana 750 b 8,00 a 0,70a 85,33 ¢ 20,63 ¢ 042c 61,65d
CE-5 Goiana 8,00 b 11,25a 0,75a 38,00d 13,38 ¢ 0,50 ¢ 91,76 a
CE-6 Goiana 11,50 a 450b 0,68 b 28,67 d 10,39 ¢ 0,50 ¢ 82,58 b
CE-7 Condado 8,00b 7,75a 0,65b 174,00 a 50,21 b 0,48 ¢ 94,43 a
CE-8 Condado 10,50 a 513b 0,72a 63,33 ¢ 12,26 ¢ 0,55 b 92,00 a
CE-9 Condado 12,50 a 3,75b 0,74 a 58,00 c 8,71¢c 044c 99,30 a
CE-10 Condado 5,00b 10,50 a 0,70 a 93,33b 85,33 a 053¢ 86,08 b
CE-11 Goiana 7,00b 10,38 a 0,73 a 68,67 C 17,71c 0,49 ¢ 70,93 ¢
CE-12 Goiana 6,75b 9,63 a 0,72 a 166,67 a 17,71 ¢ 051c 7757b
CE-13 Goiana 6,00 b 11,13 a 0,70 a 135,67 a 20,94 ¢ 0,46 ¢ 70,21 ¢
CE-14 Goiana 9,25b 6,50 b 0,71a 168,00 a 84,94 a 045¢c 78,16 b
CE-15 Goiana 14,00 a 1,88b 0,73a 147,33 a 15,71 ¢ 0,36 ¢ 54,73
CE-16 Goiana 725b 6,75b 0,73a 230,00 a 16,62 ¢ 049c 61,25d
CE-17 Goiana 7,75b 7,75a 0,74 a 58,00 ¢ 14,24 c 0,82a 52,03 e
CE-18 Goiana 7,75b 4,25b 0,68 b 172,67 a 1381 ¢ 047c 46,01 f
CE-19 Alianca 575b 9,25a 0,69 b 120,00 b 37,48¢ 0,59 b 88,55 a
CE-20 Alianca 7,25b 7,88 a 0,69 b 238,67 a 15,99 ¢ 0,58 b 94,51 a
CE-21 Alianca 525D 12,88 a 0,72 a 15,33 ¢ 13,16 ¢ 0,49 ¢ 91,37 a
CE-22 Alianca 12,50 a 4,88Db 0,66 b 151,67 a 11,29 ¢ 047c 95,39 a
CE-23 Alianca 14,50 a 1,38b 0,69b 96,00 b 19,78 ¢ 0,48¢c 74,94 b
CE-24 Alianca 13,00 a 2,75b 0,65b 33,00c 15,06 ¢ 0,67 a 92,94 a
CE-25 Goiana 12,00 a 3,75b 0,59 b 50,00 ¢ 1493 ¢ 0,53 ¢ 92,38 a
CE-26 Goiana 12,00 a 3,75b 0,65b 148,00 a 16,11 ¢ 0,59 b 98,44 a
CE-27 Goiana 9,25a 6,63 b 0,71a 106,67 b 16,48 ¢ 04l1c 88,58 a
CE-28 Condado 7,75b 7,88a 0,66 b 69,33 ¢ 2355¢ 0,43c 43,32 f
CE-29 Condado 575hb 9,88a 0,72a 220,67 a 20,22 ¢ 0,43c 56,50 d
CE-30 Condado 7,75b 8,75a 0,65b 238,67 a 21,70 ¢ 0,39¢ 61,25d
CE-31 Condado 11,00 a 4,75b 0,69b 112,67 b 21,76 ¢ 0,49¢c 52,63 e
CE-32 Condado 11,50 a 325b 0,74 a 146,67 a 536¢C 0,48¢c 94,93 a
CE-33 Condado 10,00 a 563D 0,72 a 147,33 a 46,31 b 052¢c 87,26a
CE-34 Goiana 6,75Db 8,50 a 0,70b 14,00 e 78,35a 0,52¢ 73,73 ¢
CE-35 Goiana 10,25 a 538D 0,72 a 204,67 a 64,08 b 0,57b 80,88 b
CE-36 Alianca 10,50 a 6,50 b 0,75 a 132,67 b 24,49 ¢ 0,50 ¢ 36,46 f
CE-37 Alianca 11,00 a 4,75b 0,71a 101,33 b 22,63 d 0,59 b 91,50 a
CE-38 Alianca 8,50 b 8,75 a 0,73 a 81,33 ¢ 17,07d 0,73 a 91,82 a
CE-39 Alianca 13,50 a 2,63b 0,76 a 27,33 d 901c 047c 93,73 a
CE-40 Goiana 11,00 a 475b 0,74 a 98,67 b 32,84 ¢ 0,59b 96,40 a
CE-41 Goiana 11,50 a 325b 0,72 a 11,33 e 25,55 ¢ 0,55b 100,00 a
CE-42 Goiana 9,25 a 4.88hb 0,64 b 58,00 c 19,89 ¢ 043¢ 95,08 a
Média 9,22 6,76 0,70 109,13 25,02 0,51 78,23
C.V. (%) = 21,47 16,28 3,65 9,68 20,86 10,10 5,99

!p| = periodo de incubacién, nimero de dias entre la inoculacion y el aparecimiento de los sintomas.
2ABCPE = 4rea bajo la curva de progreso de la enfermedad, calculada segtin Shaner & Finney (1977).
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Tabla 1.- Continuacion ...

3TCM = tasa de crecimiento micelial, estimada por el parametro b de la regresién linear simples, utilizando los datos del
crecimiento micelial (y) diario en medio PDA linearizados para logit (y) = In[y/(1-y)] (Bergamin Filho, 1995), tenendo
tiempo (en dias) como variable independiente y crecimiento micelial (mm) como variable dependiente.

*ESP = esporulacién, evaluada a los 10 dias de incubacién en medio PDA bajo alternacion luminosa.

GER = germinaci6n de conidios, evaluada por el método de la deposicién de gota sobre Iamina (Dhingra & Sinclair, 1995).
®DLs, = dosis de iprodione suficiente para inhibir 50% del crecimiento micelial, determinacién por el método del fungicida
incorporado al medio de cultivo (Hickey, 1986) y estimada por el analisis de Probit (Finney, 1971).

"|GC = inibicién de la germinacion de conidios, determinada por el método de la deposicién de gota sobre 1amina (Dhingra &
Sinclair, 1995), considerando la concentracion de 10 ppm de iprodione.

®Datos originales. Para efecto del analisis, los datos de PI, TCM y DLs, fueron transformados en (x)2, los datos de la GER y
IGC en (x+0,5)? y los datos de ABCPE y ESP en log (x). Medias seguidas por la misma letra en la columna, no se
diferencian significativamente entre si (Scott-Knott 5%).
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Tabla 2.- Matriz de correlacion del periodo de incubacién (PI), area bajo la curva de progreso
de la enfermedad (ABCPE), tasa de crecimiento micelial (TCM), esporulacion (ESP),
germinacion de conidios (GER), dosis letal 50% (DLsy) y inhibicion de la germinacion de
conidios (IGC) de aislados de Curvularia eragrostidis causando atizonamiento de las hojas del
flame. NUmero de observaciones (Tabla 1) = 42.

Variable PI ABCPE TCM ESP GER DL
ABCPE -0,88* - - - - -
TCM -0,13 0,28 - - - -
ESP -0,13 -0,02 -0,05 - - -
GER -0,26 0,13 -0,03 0,12 - -
DLso -0,01 -0,03 0,04 -0,23 0,04 -
IGC 0,26 -0,15 -0,10 -0,27 0,05 021

*Coeficientes de correlacion de Pearson seguidos por el asterisco son significativos a P=0,05.
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Figura 1.- Agrupamiento de 42 aislados de Curvularia eragrostidis procedentes de diferentes
areas de plantio de fiame del Estado de Pernambuco, baseado en el analisis de la distancia
Euclidiana por ligaciones simples, considerando los componentes epidemiolégicos (Pl y ABCPE),
las caracteristicas fisioldgicas (TCM, ESP y GER) y la sensibilidad al fungicida iprodione (DL,
y IGC).
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CONCLUSOES GERAIS

Os 42 isolados de Curvularia eragrostidis apresentaram variabilidade em relacdo aos
componentes epidemioldgicos da queima das folhas do inhame (periodo de incubacdo e
area abaixo da curva de progresso da doenca), caracteristicas fisiologicas (taxa de
crescimento micelial, esporulacdo e germinacdo de conidios) e sensibilidade ao fungicida
iprodione (dose do principio ativo suficiente para inibir 50% do crescimento micelial e

porcentagem de inibicdo da germinacédo de conidios);
As varidveis associadas a doenca ndo apresentaram correlacdes significativas com as
varidveis associadas as caracteristicas fisioldgicas e de sensibilidade ao fungicida

iprodione;

Componentes epidemioldgicos podem ser utilizados na detec¢do de variabilidade em

isolados de C. eragrostidis;

Caracteristicas fisiologicas do patdgeno comportaram-se como variaveis independentes,

nédo podendo ser feitas correlagdes entre si;

Os isolados apresentaram baixa sensibilidade ao fungicida iprodione nas concentracfes

testadas.
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