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RESUMO 

 

A cultura do inhame (Dioscorea spp.) apresenta grande importância socioeconômica para a 

região Nordeste do Brasil, devido à excelente qualidade nutritiva e energética de suas 

túberas e a utilidade para a alimentação humana. A queima das folhas, conhecida também 

como pinta preta, causada pelo fungo Curvularia eragrostidis, é responsável por grandes 

prejuízos à cultura do inhame no Nordeste brasileiro, principalmente nos Estados da 

Paraíba e Pernambuco, que são os maiores produtores. Este trabalho teve como objetivos 

analisar a estrutura populacional de isolados de C. eragrostidis patogênicos ao inhame, D. 

cayennensis, nos estados de Alagoas, Pernambuco e Paraíba, bem como estudar as relações 

filogenéticas destes com as demais espécies do gênero Cochliobolus. No primeiro estudo, 

foram obtidos 151 isolados, dos quais foram analisados as sequências de parte da região 

ITS, e dos genes β-tubulina e gpd e os perfis de DNA com marcadores ISSR. Observou-se 

que as sequências de DNA não apresentaram variabilidade, e os dados de ISSR mostraram 

a presença de seis haplótipos. A população do patógeno é caracterizada por baixa 

diversidade genotípica, predominância de um ou dois genótipos uniformemente 

distribuídos, predominância de reprodução assexual, presença de fluxo genotípico entre as 

regiões de cultivo. No segundo estudo, foram realizadas analises filogenéticas de 

sequências de 81 isolados de espécies da família Pleosporaceae, através dos métodos de 

máxima verossimilhança e inferência bayesiana. Os 16 isolados de C. eragrostidis de 

inhame analisados estão relacionados com espécies do gênero Cochliobolus que 

apresentam conídios menores e mais próximos filogeneticamente de C. clavata, C. 

brachyspora, C. oryzae e C. intermedia.  

Palavras-chave: Variabilidade genética, Discorea cayenensis, Filogenia, Cochliobolus. 
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ABSTRACT 

 

The yam (Dioscorea spp.) has great social importance for the Northeast region of Brazil, 

due to the excellent nutritional quality and energy of their tubers and very useful for human 

alimentation. Leaf-spots on white yam, caused by the fungus Curvularia eragrostidis, is 

responsible for damage to yam in northeast Brazil, mainly in the states of Paraíba and 

Pernambuco. The aim of this study was to analyze the population structure of isolates of C. 

eragrostidis pathogenic to yam, D. cayennensis, in the states of Alagoas, Pernambuco and 

Paraiba, and to study the phylogenetic relationships of these with other species in the genus 

Cochliobolus. In the first study, 151 isolates were obtained from leaves of yam, which 

were analyzed the sequences of part of the ITS region and β-tubulin gene and gpd and the 

profiles of DNA with ISSR. It was observed that the DNA sequences had no variation, and 

ISSR data showed the presence of six haplotypes. The pathogen population is 

characterized by low genotypic diversity, predominance of one or two genotypes evenly 

distributed, the predominance of asexual reproduction, and the presence of genotypic flow 

between the regions of cultivation. In the second study, it was conducted phylogenetic 

analysis sequences of 81 isolates of species of the family Pleosporaceae using the methods 

of maximum likelihood and Bayesian inference. The 16 isolates of C. eragrostidis from 

yam analyzed are related to the genus Cochliobolus species which has smaller conidia and 

they are phylogenetically closer to the species C. clavata, C. brachyspora, C. oryzae and 

C. intermedia. 

Keywords: Genetic variability, Discorea cayenensis, Phylogeny, Cochliobolus. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

A cultura do inhame 

O inhame (Dioscorea spp.) é uma monocotiledônea da Família Dioscoreaceae, 

adaptada a zonas com precipitações pluviométricas em torno de 1300 mm anuais 

(SANTOS, 1996). É uma cultura de tubérculo, cultivada na África, Ásia, partes da 

América do Sul, bem como Caribe e ilhas do Pacífico Sul. As espécies cultivadas são D. 

alata L. (inhame água), D. bulbifera L., D. cayenensis Lam. (inhame amarelo), D. 

esculenta (Lour.) Burkill, D. opposita Thunb., D. nummularia Lam., D. pentaphylla L., D. 

rotundata Poir. (inhame branco) e D. trifida L. f. O inhame branco e o amarelo, naturais da 

África Ocidental, são os mais importantes em termos de quantidade e comercialização 

(ASIEDU; SARTIE, 2010). 

As túberas produzidas são de alto valor nutritivo e energético, constituindo 

alimento básico para o consumo humano, amplamente utilizado na alimentação. Em 

função do seu valor alimentício, grande parte da produção é destinada ao mercado interno 

e a outra parte é exportada, principalmente para a Europa. Os pequenos grãos de amido são 

os responsáveis pela alta digestibilidade do inhame, sendo, por isso, recomendados nas 

dietas de recém-nascidos e de pessoas idosas e convalescentes (SANTOS; MACÊDO, 

2002). 

A zona dominante de produção do inhame é a África Ocidental, onde cerca de 48 

milhões de toneladas (cerca de 93% da produção mundial) são cultivadas em 4 milhões de 

hectares anualmente e, principalmente, em Benin, Costa do Marfim, Gana, Nigéria e Togo 

(ASIEDU; SARTIE, 2010). O Brasil é o segundo maior produtor dessa hortaliça na 

América do Sul, com uma área colhida de 27 mil hectares e produção de 250 mil toneladas 
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(FAO, 2011). De acordo com o censo agropecuário, a região Nordeste foi responsável pela 

produção de 38.256 toneladas de inhame, tendo os Estados de Pernambuco, Paraíba e 

Alagoas contribuído respectivamente com 16.574, 8.441 e 2.872 toneladas (IBGE, 2006). 

A cultura do inhame (Dioscorea sp.) apresenta grande importância socioeconômica 

para a região Nordeste do Brasil, sobretudo para os Estados da Paraíba, Pernambuco, 

Alagoas, Bahia e Maranhão, por constituir negócio agrícola promissor. As túberas são 

altamente energéticas e ricas em vitamina do complexo B (tiamina, riboflavina, niacina e 

piridoxina), carboidratos, amido e minerais; apresenta baixo teor de gorduras, sendo ainda 

estimulante do apetite e depurador do sangue. Algumas espécies vêm sendo utilizadas para 

extração de sapogeninas esteroidais e de material de partida para a síntese de cortisona. 

(SANTOS, 2002) 

O inhame constitui opção agrícola de grande potencial para ampliar o consumo no 

mercado interno e atender a demanda do mercado externo. Associado a isso, está o 

crescimento das exportações do produto, o que aumenta as expectativas e o interesse dos 

agricultores no cultivo dessa hortaliça, principalmente em função dos melhores preços 

oferecidos pelos exportadores. No entanto, para que haja retorno econômico da atividade, 

faz-se necessário estruturar a cadeia produtiva, promover melhoria dos sistemas de 

produção, da qualidade do produto, oferta constante e preços competidores, fatores estes 

que estão associados aos conhecimentos técnicos e tecnologias disponíveis para a 

condução adequada da cultura (SANTOS, 2002). 

O inhame é propagado por túberas semente ou seções da túbera. O uso de sementes 

verdadeiras como propágulos é restrita a estações de pesquisa, principalmente programas 

de melhoramento da cultura (ASIEDU; SARTIE, 2010).  Os agricultores obtêm as túberas 

semente pela seleção de túberas pequenas (300 a 500 g) de cada colheita (muitas vezes 

estas são aquelas produzidas por plantas doentes); usando túberas da segunda colheita de 
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variedades de maturação precoce, que produzem múltiplas túberas por grupo; ou pelo corte 

do tubérculo em pedaços (AIGHEWI et al., 2003). 

No mercado brasileiro têm destaque dois tipos de inhame: o da costa (D. 

cayennensis), único utilizado nas exportações, e o São Tomé (D. alata), este menos 

cultivado na região. No Nordeste, problemas fitossanitários, especialmente nematóides, 

vírus e fungos, dificultam o cultivo do inhame da costa (MOURA, 2005, RITZINGER et 

al., 2003).  

Apesar da importância sócio-econômica que essa cultura representa para a região 

Nordeste do Brasil, sua produtividade ainda continua baixa, em torno de 11.141 t/ha, 

decorrente do manejo inadequado da cultura, do uso de túberas-semente de qualidade 

agronômica inferior (desuniformidade no tamanho e na maturação, apresentando 

ferimentos e contaminação por nematoides e fungos), em função da indisponibilidade de 

material de melhor qualidade. Para aumentar a produtividade da cultura, é de fundamental 

importância se praticar o manejo cultural eficiente, sobretudo, considerando os aspectos 

relacionados ao plantio, ao crescimento e desenvolvimento da planta, à condução da 

cultura (fertilização, tratos culturais e controle fitossanitário) e às colheitas (SANTOS, 

2002). 

 

 

Queima das folhas do inhame 

A cultura do inhame está sujeita a várias doenças. As doenças causadas por fungos 

são mais frequentes, tanto da parte aérea, interferindo na fotossíntese, como nas túberas, 

interferindo no armazenamento das substâncias de reservas (MENEZES, 2002). A queima 

das folhas, conhecida também como pinta preta, causada por Curvularia eragrostidis 

(Henn.) J.A. Mey. é responsável por prejuízos elevados à cultura do inhame no Nordeste 
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brasileiro, principalmente nos Estados da Paraíba e Pernambuco, que são os maiores 

produtores (SANTOS, 2002). 

O sintoma primário da queima das folhas é uma mancha foliar necrótica, de 

coloração marrom-escura, frequentemente circundada por halo amarelo. As manchas 

tendem para formato circular, sendo limitadas, parcialmente, pelas nervuras do limbo 

foliar. É comum a coalescência de manchas, formando-se grandes áreas necrosadas. Em 

menor frequência, ocorrem lesões nos pecíolos e nos ramos. Incidindo sobre plantas 

jovens, que possuem folhas em desenvolvimento, o crescimento da hospedeira é afetado e 

a presença de folhas necrosadas e retorcidas constituem quadro típico de crestamento com 

nanismo. As perdas, nesses casos, são sempre elevadas. O sintoma secundário ou reflexo é 

o pequeno tamanho das túberas comerciais e túberas sementes (MOURA, 2005). 

A dispersão dos esporos de C. eragrostidis ocorre principalmente pelo vento 

(SIVANESAN, 1990). Em condições epidemiológicas favoráveis, como temperaturas 

noturnas de 20 a 22°C com umidade relativa de 100% e temperaturas diurnas, na faixa de 

25 a 28°C, com umidade relativa de 65%, e vento, o patógeno pode, em pouco tempo, 

comprometer a produtividade de campos de cultivo, com o aparecimento de grandes áreas 

de plantas queimadas e mortas (MICHEREFF et al., 2000; SANTOS et al., 1998).  

Em meio de cultura batata-dextrose-ágar, C. eragrostidis cresce vigorosamente, 

formando colônias circulares de aspecto cotonoso e de coloração negra (MOURA, 2005). 

Os conidióforos podem ser isolados ou em grupos, simples ou raramente ramificados, retos 

ou curvados, algumas vezes geniculados próximo ao ápice, multiseptados, com coloração 

marrom, variando no comprimento, acima de 5 µm de diâmetro. Os conídios têm forma 

elipsoidal ou ovóide, com dimensões de 18 – 37 x 11 – 20 µm, com três septos, sendo o 

septo mediano apresentando-se como uma banda escura, as células centrais com coloração 
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marrom a marrom escura e as células externas de coloração marrom pálida (SIVANESAN, 

1987). 

A fase teleomórfica, Cochliobolus eragrostidis (Tsuda & Ueyama) Sivan. foi 

observada apenas em condições de laboratório e apresenta ascomas superficiais, globosos a 

sub-globosos, escuros, com 375 – 750 µm de largura, com um protuberante bico ostiolar, 

desenvolvendo sobre estroma colunar ou plano, firmemente aderido ao substrato na base; 

bico ostiolar com dimensões de 250 – 1125 x 85 – 190 µm e ápice hialino. Ascas 

bitunicadas, a maioria cilíndrica, com oito ascósporos, dimensões de 150 – 240 x 12,5 – 22 

µm e pseudoparáfises hialinas. Ascósporos hialinos, filiformes ou flageliformes, com 12 a 

22 septos paralelamente a frouxamente espiralados nas ascas ou raramente espiralados em 

uma hélice, dimensões de 175 – 240 x 3,8 – 6,3 µm, com ou sem uma fina camada 

mucilaginosa (SIVANESAN, 1990). 

Além do inhame, C. eragrostidis tem sido constatada em espécies botânicas de 

outras famílias como sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), batata doce (Ipomoea batatas 

(L.) Lam.), amendoim (Arachis hypogea L.), abacaxi (Ananas comosus (L.) Merr) 

(MENEZES; OLIVEIRA, 1993), e arroz (Oryza sativa L.) (RASHID, 2001). 

Para o controle da queima das folhas do inhame são indicados fungicidas à base de 

maneb, mancozeb e iprodione (MOURA, 2005). Paula et al. (2000) testaram a 

sensibilidade de 42 isolados de C. eragrostidis, provenientes do Estado de Pernambuco, a 

iprodione. Todos os isolados foram sensíveis ao produto, apesar de terem sido encontradas 

diferenças na sensibilidade dos mesmos.  

Estes autores também avaliaram a variabilidade destes 42 isolados quanto às 

diferenças na velocidade de desenvolvimento dos sintomas em plantas de inhame 

inoculadas; ao desenvolvimento da doença depois do aparecimento dos primeiros 

sintomas; e pelas características fisiológicas (taxa de crescimento micelial, esporulação e 
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germinação dos conídios). Foram constatadas diferenças entre os isolados quanto às 

variáveis estudadas, porém não foi observada correlação significativa entre as variáveis 

associadas à doença e as diferentes características fisiológicas dos isolados. 

Apesar da importância de C. eragrostidis para a cultura do inhame, pouca se 

conhece sobre a variabilidade dessa espécie. Portanto, é importante gerar informações que 

possibilitem o entendimento das populações desse patógeno e, para subsidiar, o 

desenvolvimento de estratégias de manejo eficientes, como o melhoramento de plantas 

visando à resistência à doença. 

 

Estrutura genética de populações de fitopatógenos 

As populações de patógenos devem constantemente se adaptar a mudanças em seu 

ambiente para sobreviver. O plantio de variedades resistentes, as aplicações de fungicidas e 

o uso estratégico de fertilizantes, irrigação, e rotação de cultura podem representar 

dificuldades para o desenvolvimento da doença. Os fitopatologistas devem estar atentos à 

habilidade de os patógenos evoluírem, uma vez que os sistemas agrícolas impõem uma 

forte seleção direcional sobre as populações de patógenos (MCDONALD, 1997). Por esta 

razão, é necessário entender como as populações de patógenos irão evoluir em resposta a 

diferentes estratégias de controle. 

A estrutura genética de populações refere-se à quantidade e distribuição da variação 

genética dentro e entre populações, e é uma consequência da interação de mecanismos 

evolutivos, como mutação, sistemas de reprodução, fluxo gênico ou migração, tamanho da 

população e seleção, os quais contribuem para a mudança genética (isto é, evolução) 

dentro de populações. Em fitopatologia, o foco é determinar quais fatores desempenham 

maior papel na evolução de patógenos e como estes mecanismos evolutivos interagem para 
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determinar a composição genética e potencial evolutivo das populações de fitopatógenos 

(MCDONALD, 1997; MCDONALD; LINDE, 2002). 

Ademais, fatores associados à história de vida e estrutura da população tanto do 

patógeno (especificidade de hospedeiro, dispersão, ciclo de vida) como do hospedeiro 

(distribuição espacial, longevidade, fenologia, resistência), também podem influenciar a 

estrutura genética e o tamanho efetivo da população, e, por conseguinte, o potencial 

evolutivo do patógeno (BARRET et al., 2008).  

Assim como na maioria dos microrganismos, em fungos fitopatogênicos os 

processos de recombinação e mutação são as principais fontes de variação genética. A 

recombinação ocorre por meio da reprodução sexual ou por hibridização somática, seguida 

de fusão nuclear (ciclo parassexual). (BURDON; SILK, 1997).  Durante o ciclo sexual, 

novas combinações de alelos (genótipos) são criadas pela recombinação, que são testados 

em diferentes ambientes, com novos genes de resistência, fungicidas ou antibióticos. A 

mutação leva a mudanças nas sequências de DNA de genes criando novos alelos nas 

populações. Patógenos com altas taxas de mutação possuem maior risco de suplantar genes 

de resistência do que patógenos com baixas taxas de mutação, pois nos primeiros há um 

aumento da probabilidade de ocorrer mutação de um gene de avirulência para virulência, 

ou de uma menor agressividade para uma alta agressividade (MCDONALD; LINDE, 

2002). 

Embora a reprodução sexual seja comum, muitas espécies são clonais ou 

primariamente endogâmicas, outras exibem ambos os modos de reprodução clonal e sexual 

que variam no tempo e espaço. As populações que se reproduzem sexuadamente 

geralmente exibem maior diversidade genotípica que as exclusivamente assexuadas 

(BARRET et al., 2008). Os patógenos com sistema de reprodução misto (sexual e 

assexual) possuem maior potencial evolutivo, já que durante o ciclo sexual, novas 
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combinações de alelos (genótipos) são criadas, e aquelas mais adaptadas são mantidas e 

podem aumentar a frequência em clones selecionados (MCDONALD; LINDE, 2002). 

Além disso, o mesmo fungo pode apresentar diferentes modos de reprodução em 

diferentes localidades geográficas e em diferentes períodos. O componente clonal pode ser 

geograficamente restrito devido a práticas culturais. No entanto, há exemplos de migração 

e mudança genética entre fungos clonais e membros recombinantes da mesma espécie em 

outras localidades geográficas. Portanto, é necessário conhecer o modo de reprodução do 

patógeno nas escalas geográfica e temporal, o que permitirá uma maior chance de controle 

do patógeno na escala local (TAYLOR et al., 1999).  

O fluxo gênico é um processo onde alelos (genes) ou indivíduos (genótipos) são 

trocados entre populações geograficamente separadas. Patógenos que apresentam maior 

fluxo gênico ou genotípico podem apresentar população com maior diversidade genética. 

Alto fluxo gênico tende a neutralizar os efeitos da deriva genética e homogeneizar 

populações adjacentes, aumentando a área espacial circundada pela população que estava 

isolada (BARRET et al., 2008; MCDONALD; LINDE, 2002). A migração de isolados 

permite a entrada de novos alelos de virulência, ou de resistência a fungicidas, em áreas 

onde a doença foi previamente controlada por genótipos resistentes de hospedeiros ou 

fungicidas, e também resulta na introdução de fitopatógenos em regiões ou continentes 

onde a doença não estava presente (ZAFFARANO et al., 2009).  

As introduções modificam a estrutura genética das populações exóticas de 

fitopatógenos em suas novas áreas. Normalmente, estas populações fundadoras apresentam 

menor variabilidade quando comparada às populações de origem (GOODWIN et al. 1994; 

MILGROOM et al. 1996). Isto pode ocorrer devido à perda de variabilidade genética 

ocorrida pelo efeito fundador (introdução de pequenas populações contendo pouca 
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variação genética); pela deriva genética aleatória ou pela seleção exercida pelo novo 

ambiente (MONTARRY et al., 2010).  

Porém, múltiplas introduções podem aumentar a variabilidade disponível para 

seleção no novo ambiente, por trazer junto diferentes combinações genéticas, como 

observado por Delmotte et al. (2008) para três raças de Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. 

& De Toni encontradas na França. O estabelecimento de um fitopatógeno, em um novo 

ambiente, pode modificar a biologia da espécie, em particular o balanço entre a reprodução 

sexual e assexual durante o ciclo de vida (TAYLOR et al., 1999). Desta forma, a avaliação 

das características de populações de fitopatógenos invasoras pode ajudar a entender as 

mudanças genéticas que acompanham estas introduções, e, por conseguinte, a 

epidemiologia dessas doenças (MONTARRY et al., 2010). É necessário também se definir 

as populações fonte e dreno de fitopatógenos e determinar os padrões de migração entre 

regiões, para se evitar a introdução e reduzir a dispersão de espécies e genótipos de 

patógenos. As informações podem ser usadas para determinar as melhores estratégias de 

intervenção, como quarentena ou uso estratégico de genes de resistência (ZAFFARANO et 

al., 2009). 

Abordagens filogeográficas e de genética de populações são realmente úteis para 

produzir conhecimento sobre o movimento de fitopatógenos numa escala mundial.  Estes 

estudos permitiram identificar populações fonte e separar a migração devido a atividades 

humanas (principalmente transporte de plantas infectadas) ou por dispersão natural de 

esporos de fungos fitopatogênicos (MONTARRY et al., 2010). Diversos estudos deste tipo 

já foram realizados para patógenos como: Rhynchosporium secalis (Oudem.) Davis 

(LINDE et al. 2009; ZAFFARANO et al., 2009), Mycosphaerella graminicola (Fuckel) J. 

Schröt. (STUKENBROCK; MCDONALD, 2008), Ustilago maydis (DC.) Corda 

(MUNKACSI et al., 2008), Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter (GLADIEUX et al., 
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2008), Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (KOHLI et al., 1995), e Puccinia striiformis 

Westend. (HOVMØLLER et al., 2008). 

Em agroecossistemas, as plantas normalmente são cultivadas em extensos grupos 

geneticamente uniformes, os quais ampliam a disponibilidade de recursos do hospedeiro 

para certas raças do patógeno, proporcionando o aumento do tamanho da sua população 

(BARRET et al., 2008). Grandes populações de patógenos, além de serem menos 

endógamas que populações menores, aumentam a diversidade genética pelo acúmulo de 

mutações. Como resultado, o patógeno é capaz de responder mais rapidamente a 

implantação de medidas de controle, como a introdução de novos fungicidas ou genes de 

resistência (STUKENBROCK; MCDONALD, 2008). 

A seleção é o principal mecanismo responsável pela mudança na frequência de 

alelos mutantes. A seleção direcional ocorre quando um gene de resistência (codificado por 

um receptor) se torna amplamente distribuído em uma vasta área geográfica, levando a um 

aumento na frequência dos mutantes virulentos que perderam o elicitor (alelo de 

avirulência) até que o gene de resistência seja suplantado (MCDONALD; LINDE, 2002). 

Os hospedeiros e patógenos estão envolvidos em uma “corrida armamentista”, onde os 

hospedeiros evoluem para escapar da infecção do patógeno e os patógenos evoluem para 

escapar das defesas do hospedeiro. Atualmente, há duas hipóteses utilizadas para descrever 

as interações entre plantas e patógenos. A hipótese “trench-warfare” propõe que ciclos 

epidêmicos da doença mantêm formas estáveis de alelos de resistência e suscetibilidade 

por longos períodos de tempo, isto é, a seleção balanceadora mantém o polimorfismo 

estável e duradouro no loco envolvido no reconhecimento hospedeiro-patógeno.  

Alternativamente, a hipótese “arms-race” propõe que ambos, hospedeiro e patógeno, 

desenvolvem continuamente novos alelos de resistência e virulência, com rápida e 
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sucessiva fixação destes alelos, resultando em uma co-evolução competitiva de hospedeiro 

e patógeno (AGUILETA et al, 2009; ERSOZ et al., 2010). 

Em ambientes espacialmente heterogêneos, a evolução pode levar a adaptação de 

populações às condições locais. Essa adaptação local ocorre quando a média de adaptação 

de uma população é mais alta em seu próprio hábitat do que em outros habitats.  A 

distribuição espacial dos fenótipos do patógeno e do hospedeiro tem proporcionado 

informações valiosas sobre adaptação local ou adaptação inadequada, e por meio disso 

sobre os processos evolutivos (AGUILETA et al., 2009; GANDON; MICHALAKIS, 

2002).  

Exemplos de adaptação local foram demonstrados para fitopatógenos como 

Colletotrichum lindemuthianum em Phaseolus vulgaris (SICARD et al., 2007); 

Melampsora lini em Linum marginale (THRALL et al., 2002); Podosphaera plantaginis 

em Plantago lanceolata (LAINE, 2005), Mycosphaerella graminicola em trigo (ZHAN et 

al., 2002) e Phytophthora infestans em populações de batata na França e Marrocos 

(ANDRIVON et al ., 2007). Porém, em fitopatologia, estudos com diferentes patógenos 

têm promovido um melhor entendimento da epidemiologia de interações específicas e a 

capacidade de patógenos de evoluir. No entanto, dada à enorme gama de estilos de vida, 

formas de crescimento, organização celular, e padrões citológicos nenhuma espécie de 

fungo serve de modelo para as demais (BURDON; SILK, 1997). 

A escolha do marcador genético pode ter um impacto substancial na análise e 

interpretação dos dados. No caso de fungos que se reproduzem principalmente 

assexuadamente, ou seja, com uma estrutura composta de linhagens clonais, pode ser 

usado um marcador neutro, como os de fingerprint de DNA (MCDONALD, 1997). 

Até metade da década de 1980, os marcadores disponíveis para estudos de 

populações eram de natureza morfológica ou patológica, ou eram aloenzimas.  Para 
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fitopatógenos, por exemplo, era comum se fazer inferências com base na variabilidade de 

virulência observada dentro e entre populações.  Atualmente, diversas técnicas estão 

disponíveis para se detectar variação na sequência de DNA em qualquer organismo. Os 

métodos moleculares são mais vantajosos por serem aplicados a qualquer organismo do 

quais amostras de DNA de qualidade possam ser extraídas (BROWN, 1996; 

MCDONALD; MCDERMOTT, 1993). 

Estudos de variação genética de fitopatógenos utilizando marcadores neutros, que 

não estão sob seleção, têm se tornado bastante comum. Com esses estudos, é possível 

entender os processos evolutivos que atuam nas populações. Por exemplo, a extensão e os 

padrões de diversidade genotípica dentro das populações podem ser usados para inferir se 

estas são clonais ou recombinantes (MILGROOM; PEEVER, 2003). O marcador ISSR 

(inter-simple sequence repeat) ou RAMS (random amplified microsatellites) foi descrito 

por Zietkiewicz et al. (1994) para analisar diversidade genética em plantas e animais. 

Hantula et al. (1996) utilizou esta técnica para detectar polimorfismos de DNA a nível inter 

e intra-específico em fungos, comprovando a utilidade da técnica para este grupo de 

organismos. Esta técnica combina a simplicidade do RAPD, a confiabilidade das bandas de 

domínios do genoma conhecidos e transmissíveis, e o potencial para diferenciar 

populações ou espécies divergentes recentemente (ZHOU et al. 2001).   

No método ISSR, o DNA, entre as extremidades distais de dois microssatélites 

localizados próximo, é amplificado em múltiplos locos por todo o genoma, por meio de 

iniciadores de oligonucleotídeos (primers) contendo sequencias de microssatélites, com ou 

sem ancoras degeneradas na extremidade 5’. Este método produz padrões de bandas entre 

diferentes indivíduos, onde cada banda amplificada corresponde a uma sequência de DNA 

única delimitada por dois microssatélites invertidos (ALANIZ et al., 2009).  
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Diversos autores já utilizaram esta técnica para descrever a diversidade genética em 

algumas espécies de oomicetos e fungos, como: Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) 

J. Schröt. (HANTULA et al., 1997), P. capsici Leonian (TRUONG et al, 2010), P. 

citrophthora (R.E. Sm. & E.H. Sm.) Leonian (COHEN et al., 2003), Alternaria solani 

Sorauer (VAN DER WAALS et al., 2004), Claviceps spp. (TOOLEY et al., 2000), 

Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei (Qi et al., 2009), Botryosphaeria 

spp. (ZHOU et al., 2001), Cylindrocarpon spp. (ALANIZ et al., 2009), Phaeoisariopsis 

griseola (Sacc.) Ferraris (MAHUKU et al., 2002), Fusarium graminearum Schwabe 

(MISHRA et al., 2004), Rhizoctonia solani J.G. Kühn (ELBAKALI et al., 2003), 

Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara (MAHUKU; 

RIASCOS, 2004), Gremmeniella spp. e Phomopsis spp. (BØRJA et al., 2006). 

Em estudos de genética de populações, os microssatélites estão entre os marcadores 

mais utilizados, devido a sua especificidade e alto polimorfismo. No entanto, como o 

desenho dos iniciadores específicos para esta técnica requer o conhecimento da sequência 

genômica, estes marcadores acabam sendo, muitas vezes, limitados a espécies 

economicamente importantes. O marcador ISSR é rápido e fácil de manejar, não requer o 

conhecimento de sequências e possui a reprodutibilidade dos marcadores microssatélites, 

tornando este uma opção para estudos de variabilidade de organismos para os quais ainda 

não há microssatélites caracterizados. 

 

O gênero Cochliobolus 

O gênero Cochliobolus Drechsler pertence à família Pleospsoraceae, ordem 

Pleosporales, classe Dothideomycetes (ZHANG et al., 2009). As espécies são 

caracterizadas por ascoma peritecial, unilocular, com corpo globoso e “pescoço” ostiolar 

longo e cilíndrico ou curto, marrom escuro a preto, com pouco ou nenhum 
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desenvolvimento estromático. As ascas são cilíndricas a clavadas, bitunicadas, geralmente 

com oito ascósporos, que são filiformes, multiseptados e arranjados em espiral nas ascas. 

Ambos anamorfos Bipolaris e Curvularia possuem teleomorfos Cochliobolus.  Estes dois 

gêneros apresentam características morfológicas semelhantes, separados apenas com base 

na morfologia dos conídios: tamanho, número de septos, curvatura e presença ou ausência 

de uma célula desproporcionalmente aumentada (SIVANESAN, 1987). 

Mais de 30 espécies pertencem ao gênero Cochliobolus, das quais algumas são 

saprófitas, e outras são patogênicas, geralmente em monocotiledôneas, principalmente 

gramíneas. São encontrados parasitando importantes culturas, como milho (Zea mays L.), 

arroz (Oryza sativa L.), cevada (Hordeum vulgare L.), cana-de-açucar (Saccharum spp.), 

trigo (Triticum spp.) e aveia (Avena sativa L.). Análises filogenéticas revelaram que as 

espécies de Cochliobolus são divididos em dois grupos distintos. O grupo 2 contém 18 

espécies, nenhuma das quais são importantes fitopatógenos. Por outro lado, todos os 

membros do gênero que são conhecidos por causar graves doenças em plantas cultivadas 

(C. heterostrophus (Drechsler) Drechsler, C. carbonum R.R. Nelson, C. victoriae R.R. 

Nelson, C. sativus (S. Ito & Kurib.) Drechsler ex Dastur e C. miyabeanus (S. Ito & Kurib.) 

Drechsler ex Dastur) estão entre as 13 espécies do grupo 1. Os baixos níveis de 

substituição nas seqüências de nucleotídeos na região ITS e no gene gpd entre os membros 

do grupo 1 indicam que o grupo de espécies altamente virulento sofreu súbita radiação. 

Esta observação sugere que um progenitor dentro do gênero Cochliobolus deu origem, ao 

longo de um período relativamente curto, a uma série de biótipos distintos, cada um com 

capacidade patogênica única para um determinado tipo de planta. Esta radiação parece 

estar associada com a aquisição da capacidade de produzir toxinas hospedeiro-específicas, 

exigidas tanto para a patogênese como para a determinação da gama de hospedeiros. 

(BEERBE et al., 1999; LU et al., 2003) 
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Análises filogenéticas em fungos 

Tradicionalmente, a taxonomia de ascomicetos e líquen objetiva a distinguir e 

circunscrever os grupos de organismos. A maioria dos sistemas propostos se baseou em 

caracteres únicos, como ascoma, ou tipo de ascos, resultando em grupos taxonômicos 

artificiais. As classificações morfológicas são interrompidas pela ausência de corpos de 

frutificação num amplo grupo de fungos mitospóricos, colocados na classe 

Deuteromycetes. Embora muitos pertençam aos ascomicetos, sem evidências moleculares 

estes fungos não poderão ser colocados em seus contextos evolutivos (LUMBSCH, 2000). 

Nos últimos anos, a sistemática molecular está revolucionando a visão da evolução 

dos fungos. Hibbett et  al. (2007) propuseram a classificação filogenética detalhada do 

reino Fungi, baseada em análises filogenética moleculares recentes. Novas propostas 

surgem, como as de Schüßler et al. (2001) para reconhecer o filo Glomeromycota e a de 

Keeling et al. (2000) para incluir Microsporidia no reino Fungi.  

Atualmente, os dados moleculares são utilizados na classificação de fungos, com 

base nas relações evolutivas, em diferentes níveis taxonômicos, desde classes, ordens e 

famílias, até na delimitação de espécies, populações e, dependendo da ferramenta, na 

diferenciação de indivíduos. Classes tradicionais, como os Pyrenomycetes, Plectomycetes 

e Archiascomycetes já foram confirmados por estudos baseados em dados moleculares 

(BERBEE; TAYLOR, 1992; BERBEE et al., 2000; GARGAS; TAYLOR, 1995; 

LUMBSCH, 2000). Em outras, como Discomycetes e Loculomycetes, não está claro se os 

caracteres moleculares são insuficientes ou se estes grupos não representam um conjunto 

natural de organismos (BERBEE, 1996; GARGAS; TAYLOR, 1995;). 

Alguns estudos moleculares demonstraram que os caracteres morfológicos podem 

ser geralmente insuficientes para inferir a história evolutiva do filo, devido ao fato de 
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similaridades morfológicas ocasionadas por convergência (BERBEE; TAYLOR, 1993). 

Berbee (1996) demonstraram que ascas bitunicadas ocorrem em clados independentes, 

enquanto Wedin e Tibell (1997) e Wedin et al. (1998) demonstraram homoplasia de ascas 

prototunicadas. 

Até o momento, os genes usados para construir a filogenia são escolhidos com base 

em critérios práticos e históricos, ou seja, as filogenias são feitas usando os mesmo genes 

de estudos anteriores ou genes que estão disponíveis para um conjunto de espécies. Muitas 

vezes, estes genes têm histórias de duplicação ou transferência horizontal que podem 

resultar em árvores de gene/espécies discrepantes. O comprimento da inferência das 

árvores de espécies aumenta quando múltiplos loci independentes convergem em uma 

única resposta (AGUILETA et al., 2008). 

Os loci comumente utilizados em filogenia molecular de fungos são o rDNA  

ribossomal nuclear e mitocondrial (18S, 28S, ITS, IGS, mtSSU, mtLSU), bem como genes 

codificadores de proteínas, como RNA polimerases (RPB1 e RPB2), β-tubulina, actina-γ, 

ATP-sintase (ATP6), e fator de elongação EF-1α (TEF1α). Alguns genes de cópia única 

codificadores de proteínas, como RPB1 e RPB2, são promissores para gerarem filogenias 

bem suportadas (SCHMITT et al., 2009). 

 No entanto, devido alguns genes possuírem maior poder de inferência filogenética 

do que outros, a escolha de alguns genes com alta informatividade filogenética pode 

permitir a construção de filogenias robustas e minimizar a quantidade de dados necessários 

a serem seqüenciados, como os lócus MS277 e MS456. Filogenias feitas com estes dois 

lócus tinham a mesma topologia, poder de resolução e suporte de ramo de filogenias 

baseadas em uma análise concatenada de todos os 135 genes ortólogos de um único 

exemplar identificado a partir de genomas de fungos (AGUILETA et al., 2008). 
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As relações filogenéticas derivadas de análises multigenes têm permitido aos 

micologistas rever os sistemas de classificação, para coincidir com as relações 

filogenéticas moleculares (CROUS et al., 2009). Além disso, a correta classificação 

filogenética dos fungos pode permitir a aplicação de informações prévias de organismos 

modelo ou táxons relacionados (TAYLOR, 1995). 

 

Os objetivos do presente estudo foram determinar a estrutura de populações de C. 

eragrostidis de inhame em regiões do nordeste do Brasil, utilizando marcadores 

moleculares como o ISSR (inter-simple sequence repeat) e sequências de DNA das regiões 

ITS e dos genes que codificam para β-tubulina e gliceraldeído-3-fostato desidrogenase 

(gpd), e avaliar as relações filogenéticas de C. eragrostidis e das espécies do gênero 

Cochliobolus, através da análise de sequências de fungos da família Pleosporaceae, usando 

métodos de reconstrução filogenética baseados em algoritmos de máxima verossimilhança 

e Bayesianos. 
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Resumo 18 

A queima das folhas ou pinta preta, causada pelo fungo Curvularia eragrostidis, é 19 

responsável por grandes prejuízos à cultura do inhame, no Nordeste brasileiro. O 20 

conhecimento da diversidade da população deste patógeno pode fornecer importantes 21 

informações sobre o potencial evolutivo do fungo e as melhores estratégias de manejo da 22 

doença. O objetivo deste estudo foi determinar a diversidade da população de isolados de 23 

C. eragrostidis de inhame de regiões no nordeste do Brasil, utilizando sequências de DNA 24 

(ITS, gpd e β-tubulina) e marcadores ISSR. A partir de folhas de inhame, foram obtidos 25 

151 isolados procedentes dos estados de Alagoas (Zona da Mata), Pernambuco (Zona da 26 

Mata e Agreste) e Paraíba (Zona da Mata). Não houve variação nas sequências de DNA e 27 

com base nos dados de ISSR se observou que a população do patógeno apresenta baixa 28 

diversidade genotípica, predominância de um ou dois genótipos uniformemente 29 

distribuídos e alto grau de similaridade genética entre os grupos de isolados. O 30 

desequilíbrio de ligação na população indica predominância de reprodução assexual, 31 

enquanto a falta de estruturação entre as subpopulações a presença de fluxo genotípico. 32 

Palavras-chave: diversidade genética, Dioscorea cayenensis. 33 

 34 

Introdução 35 

 36 

O inhame (Dioscorea spp.) compreende um conjunto de espécies herbáceas bem 37 

adaptadas às condições edafoclimáticas das regiões tropicais e subtropicais, 38 

desenvolvendo-se satisfatoriamente nos ecossistemas brasileiros. A cultura apresenta 39 

grande importância socioeconômica para a região Nordeste do Brasil, sobretudo para os 40 

Estados da Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Bahia e Maranhão, por constituir um negócio 41 
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agrícola promissor, pela excelente qualidade nutritiva e energética de suas túberas e a 42 

grande utilidade para a alimentação humana (Santos, 2002). 43 

A queima das folhas, causada por Curvularia eragrostidis, é uma das doenças 44 

fúngicas mais prejudiciais à cultura do inhame na região Nordeste do Brasil. Esta pode 45 

provocar grandes perdas em plantios irrigados, quando incide sobre plantas jovens. Nessas 46 

condições, a severidade da doença é alta e pode haver desfolhamento da planta e, por 47 

conseguinte, a redução no peso das túberas comerciais, em torno de 40% (Santos, 1996; 48 

Michereff et al.,1999; Moura, 2005). 49 

A estrutura genética de populações refere-se à quantidade e distribuição da variação 50 

genética dentro e entre populações, sendo uma consequência da interação de mecanismos 51 

evolutivos, como mutação, sistemas de reprodução, fluxo gênico ou migração, tamanho da 52 

população e seleção, os quais contribuem para a mudança genética (isto é, evolução) 53 

dentro de populações. Em fitopatologia, o foco é determinar os fatores que mais 54 

contribuem para evolução de patógenos e como estes mecanismos evolutivos interagem 55 

para determinar a composição genética e potencial de adaptação do organismo às 56 

condições adversas e dessa forma, entender como as populações de patógenos irão evoluir 57 

em resposta a diferentes estratégias de controle (Mcdonald, 1997; Mcdonald & Linde, 58 

2002). 59 

Paula et al. (2000) avaliaram a variabilidade de 42 isolados de C. eragrostidis, 60 

provenientes do Estado de Pernambuco, quanto às diferenças na velocidade de 61 

desenvolvimento dos sintomas em plantas de inhame inoculadas; ao desenvolvimento da 62 

doença depois do aparecimento dos primeiros sintomas; características fisiológicas (taxa de 63 

crescimento micelial, esporulação e germinação dos conídios) e sensibilidade a iprodione. 64 

Foram constatadas diferenças entre os isolados quanto às variáveis estudadas, porém não 65 

foi observada correlação significativa entre as variáveis associadas à doença e as diferentes 66 



 39

características fisiológicas dos isolados. Contudo, apesar da importância da queima das 67 

folhas do inhame, não existem estudos no Brasil sobre a variabilidade genética de C. 68 

eragrostidis. 69 

Por essa razão, pretende-se com este trabalho, gerar informações que possibilitem o 70 

entendimento da biologia de populações deste patógeno e, por conseguinte, o 71 

desenvolvimento futuro de estratégias de manejo eficientes, como o melhoramento de 72 

plantas visando à resistência à doença. Os objetivos deste trabalho foram determinar a 73 

variação genética e a estrutura de populações de C. eragrostidis de inhame em regiões do 74 

nordeste do Brasil, utilizando marcadores moleculares como o ISSR (inter-simple 75 

sequence repeat) e sequências de DNA das regiões ITS e dos genes que codificam para β-76 

tubulina e gliceraldeído-3-fostato desidrogenase (gpd). 77 

 78 

Material e Métodos 79 

 80 

Obtenção dos isolados 81 

Foram coletadas folhas com sintomas de queima em 16 áreas de cultivo (Tabela 1) 82 

de inhame, D. cayenensis Lam., nas principais regiões produtoras dos estados de Alagoas 83 

(Zona da Mata), Pernambuco (Zona da Mata e Agreste) e Paraíba (Zona da Mata) (Figura 84 

1). No laboratório, as folhas foram incubadas em câmara úmida por 48 h para o posterior 85 

isolamento direto em lupa. Nesta etapa, os conídios foram transferidos para placas 86 

contendo meio batata dextrose ágar (BDA), as quais foram mantidas a temperatura 87 

ambiente. Também foi realizado isolamento indireto, a partir de fragmentos da região de 88 

transição de tecido foliar sadio e lesionado, os quais foram imersos em solução de álcool 89 

70% durante 30 segundos e em seguida em hipoclorito de sódio a 1,5% por um minuto 90 

para a desinfestação. Os fragmentos foram lavados por duas vezes consecutivas em água 91 
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destilada esterilizada (ADE), secos em papel filtro esterilizado e transferidos para BDA em 92 

placas de Petri mantidas a temperatura ambiente. 93 

 Todos os isolados foram incorporados na Coleção de Cultura de Fungos 94 

Fitopatogênicos “Prof.a Maria Menezes” (CMM) da Universidade Federal de Pernambuco. 95 

 96 

Extração de DNA dos isolados 97 

Discos de micélio cultivados em BDA foram transferidos para Erlenmeyers 98 

contendo 30 mL do meio líquido sacarose-extrato de levedura-asparagina (Alfenas et al., 99 

1991). Após oito dias, o micélio foi retirado e o excesso de meio foi lavado com ADE e o 100 

micélio foi então armazenado a -86°C. Para a extração, aproximadamente 200 mg de 101 

micélio foram transferidos para almofariz e refrigerados a -86°C por 5 minutos. Em 102 

seguida, o micélio foi macerado e o DNA genômico foi então extraído seguindo o 103 

protocolo CTAB (cationic hexadecyl trimethyl ammonium bromide), segundo Ferreira & 104 

Grattapaglia (1998). 105 

 106 

Caracterização genética dos isolados utilizando iniciadores de oligonucleotídeos ISSR  107 

Foram selecionados os iniciadores CGA5, GT5G, GACA4, ACA5, AG7 e ACTG4, 108 

AG8, CA8, TCG5, CCA5 e GA8 (Tabela 2), baseados em regiões de repetições presentes em 109 

microssatélites. Também foram testadas algumas combinações desses iniciadores. As 110 

reações foram realizadas em volume total de 20 µL, contendo 4 µL de tampão 5X Green 111 

GoTaq Flexi Buffer, 0,4 µL de dNTPs 10 mM, 1,2 µL de MgCl2 25 mM, 1,6 µL de cada 112 

oligonucleotídeo 10 µM, 1U da GoTaq Flexi DNA Polimerase (Promega), 1 µL de DNA 113 

(~200 ng) e 11,6 µL de água ultrapura. As condições de amplificação foram: um ciclo de 114 

desnaturação inicial a 94ºC por 5 min; 35 ciclos de amplificação [desnaturação a 95ºC por 115 

1 min; anelamento a temperaturas variáveis, de acordo com o iniciador (Tabela1) por 1 116 
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min e extensão a 72ºC por 2 min]; extensão final a 72ºC por 10 min. Nas combinações de 117 

iniciadores foram utilizados 0,8 µL de cada oligonucleotídeo a 10 µM. Após a 118 

amplificação, os produtos foram analisados em gel de agarose a 1,5%, em tampão TBE 119 

(Tris-Borato, EDTA 0,5M pH 8,0), corados com brometo de etídeo, visualizados sob luz 120 

ultravioleta. 121 

A presença ou ausência de bandas reproduzíveis foi utilizada para a construção de 122 

uma matriz binária. A similaridade genética foi calculada com base no coeficiente de Dice 123 

(Dice, 1945), com o programa SimQual. A matriz de similaridade foi utilizada para 124 

construir dendrogramas utilizando o algoritmo agrupamento UPGMA (unweighted pair-125 

group method with arithmetic average, em inglês), nos programas SAHN e TREE. Todas 126 

estas análises foram feitas no NTSYS-pc versão 2.1 (Exeter Sofware, Setauket, NY). 127 

 128 

Amplificação e sequenciamento da região ITS e dos genes  β-tubulina e gpd 129 

As sequências parciais da região ITS, e dos genes β-tubulina e gpd foram 130 

amplificadas via PCR utilizando os oligonucleotídeos iniciadores ITS4 e ITS5 (White et 131 

al., 1990), Bt1a e Bt1b (Glass & Donaldson, 1995) e gpd1 e gpd2 (Berbee et al., 1999), 132 

respectivamente (Tabela 2). 133 

As reações foram realizadas em volume total de 60 µL, contendo 6 µL de tampão 134 

10X (KCl 100 mM; Tris-HCl 100 mM pH 9,0; Triton-X 1%), 4,8 µL de dNTPs 2,5 mM, 135 

1,8 µL de MgCl2 50 mM, 3 µL de cada oligonucleotídeo 10 µM, 1U da DNA Taq 136 

Polimerase, 1 µL de DNA (10 a 100 ng) e 40 µL de água ultrapura. As amplificações 137 

foram feitas no termociclador Therm-1000 Maxygene (Axygen, Union City, CA, USA) 138 

usando as seguintes condições de ciclagem: um ciclo de desnaturação inicial a 94ºC por 5 139 

min; 35 ciclos de amplificação (desnaturação a 94ºC por 30 s; anelamento a 57°C por 1 140 

min e 30 s e extensão a 72ºC por 1 min); extensão final a 72ºC por 5 min para a região ITS 141 
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e um ciclo de desnaturação inicial a 94ºC por 5 min; 35 ciclos de amplificação 142 

(desnaturação a 94ºC por 30 s; anelamento a 53°C (β-tubulina) e 57°C (gpd) por 1 min e 30 143 

s e extensão a 72ºC por 1 min); extensão final a 72ºC por 5 min, para o β-tubulina e gpd. 144 

Os produtos foram analisados em gel de agarose a 1,5% (p/v), após eletroforese em 145 

tampão TAE (Tris-Ácido Acético, EDTA 0,5M pH 8,0) a 80V por 1 h, corados com 146 

brometo de etídeo e visualizados sob luz ultravioleta. 147 

Todos os produtos de PCR provenientes da região ITS ou do gene β-tubulina ou 148 

gpd foram purificados utilizando illustra GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit 149 

(GE Healthcare). O sequenciamento foi realizado pela Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul) 150 

diretamente dos produtos de PCR purificados. As sequências geradas foram editadas e 151 

alinhadas com auxílio do programa Bioedit 7.0.9 (Hall, 1999). 152 

 153 

Diversidade genotípica 154 

A diversidade genotípica foi analisada para cada subpopulação, considerada como 155 

cada uma das regiões amostradas, e para a população total. Estimaram-se a riqueza e 156 

equitabilidade. A riqueza foi quantificada pelo número de genótipos observados (gobs), e 157 

pelo número de genótipos esperados E(gn) em uma amostra de n = 29 (menor tamanho de 158 

população analisado) utilizando o método de rarefação. Para determinar como os genótipos 159 

estão distribuídos nas amostras, foi calculado o índice de equitabilidade E5 = (G-1)/(N1-1). 160 

Adicionalmente, foram calculados os índices de diversidade de Stoddart e Taylor (G), 161 

Simpson (λ), Shannon-Wiener (H’ ) e N1 de Hill, e os intervalos de confiança a 90% foram 162 

construídos com bootstrap de 1000 (Grunwald et al., 2003). A fração clonal de cada 163 

população [proporção de isolados originados de reprodução assexual em cada população 164 

(Zhan et al., 2002)],  foi calculada usando: 1-[(número de genótipos diferentes)/(número 165 

total de amostras)] (Stukenbrock et al., 2006). 166 
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 167 

Variação genética entre populações, análise de associação multilocos e rede de 168 

haplótipos 169 

Para estimar a distribuição da variação genética em diferentes níveis de subdivisão 170 

geográfica: entre regiões geográficas (Agreste e Zona da Mata de Pernambuco, Zona da 171 

Mata de Alagoas e Zona da Mata da Paraíba), entre os cultivos dentro das regiões, e dentro 172 

das populações, foi realizada análise de variação molecular (AMOVA) com o programa 173 

Arlequin version 3.1 (Excoffier et al., 2005).  174 

A distribuição geográfica e a freqüência dos haplótipos foram mostradas em uma 175 

rede, seguindo o algoritmo median-joining, implementado no programa Network 4.6.0.0 176 

(Bandelt et al., 1999). 177 

Para avaliar as associações entre os locos, em cada amostra, foram utilizados o 178 

índice de associação (IA) e estimativa de desequilíbrio de ligação multilocos (rd), ambos 179 

calculados pelo programa Multilocus 1.3, determinados estatisticamente com um conjunto 180 

de dados gerados aleatoriamente por 1000 vezes (Agapow & Burt, 2001). 181 

 182 

Resultados 183 

Foram obtidos 158 isolados monospóricos, sendo que de apenas 151 destes foi 184 

obtido DNA de boa qualidade para as análises genéticas. 185 

O alinhamento das sequências da região ITS resultou em 547 pares de bases, 186 

apresentando alta similaridade com a sequência de C. eragrostidis depositada no GenBank 187 

(AF163077), baseada na análise de BLAST, com E-value igual a 0,0, validando a 188 

identificação da espécie.  189 

A amplificação de parte do gene da β-tubulina resultou em um fragmento de 396 190 

pares de bases com 97% de identidade com a sequência de Cochliobolus heterostrophus 191 
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(Drechsler) Drechsler (AB009971), com E-value igual a 0,0. Para o gene gpd, o 192 

alinhamento das sequências resultou em 546 pares de bases, com alta similaridade (99%) 193 

com a sequência de C. eragrostidis (HM053657), com E-value igual a 0,0. 194 

Não foram observadas variações nas sequências das três regiões genômicas 195 

analisadas, demonstrando que os isolados de C. eragrostidis procedentes de Alagoas, 196 

Paraíba e Pernambuco fazem parte de um único haplótipo. 197 

Dos iniciadores ISSR testados, apenas ACA5, CGA5 e a combinação ACA5 + CA8 198 

geraram polimorfismo com bandas reproduzíveis em 151 isolados de C. eragrostidis. Os 199 

demais foram monomórficos para todas as bandas geradas entre os isolados testados ou 200 

geraram bandas de tamanho similares, dificultando a definição dos padrões de bandas de 201 

DNA. O número de bandas amplificadas e de bandas polimórficas encontradas foi: seis e 202 

uma para o ACA5, dez e duas para CGA5, e cinco e uma para a combinação ACA5 + CA8. 203 

Exemplo de padrão de amplificação ISSR usando o iniciador ACA5 está apresentado na 204 

Figura 2. 205 

A análise de agrupamento com base no coeficiente de Dice e no método UPGMA 206 

revelou a formação de seis grupos com similaridade genética acima de 0,94 (Figura 3). Os 207 

grupos não estão relacionados com a origem geográfica ou com o ano de coleta dos 208 

isolados.  209 

 210 

Diversidade genotípica 211 

 Os índices de riqueza genotípica, diversidade e equitabilidade, foram similares para 212 

todas as populações amostradas (Tabela 3). O número de genótipos esperados em uma 213 

amostra de 29 indivíduos (n = 29) variou de 4 na Zona da Mata de Alagoas a 5,2 na Zona 214 

da Mata da Paraíba (Figura 4). A diversidade genotípica quantificada com o índice G de 215 

Stoddart & Taylor foi baixa, entre 2,23 até 2,73. Os valores do índice de equitabilidade E5 216 
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variaram de 0,67 na Zona da Mata de Pernambuco a 0,75 no Agreste de Pernambuco. 217 

Portanto, os genótipos estão uniformemente distribuídos dentro das populações regionais. 218 

Os valores observados de fração clonal foram altos e variaram entre 0,83 a 0,89 (Tabela 3). 219 

 220 

Diferenciação de populações e modo de reprodução 221 

Pela AMOVA, a diferenciação das populações entre e dentro das quatro regiões foi 222 

de ФCT = 0,016 e ФSC = 0,418, respectivamente, porém estas não foram significativas (P = 223 

0,257 e 0,124, respectivamente), o que demonstra ausência de evidência de estruturação 224 

das populações por região geográfica, independentemente. A maior variação (94,24%) 225 

ocorreu entre os indivíduos dentro de subpopulações de cada área de cultivo, com ФST = 226 

0,057 e P = 0,047 (Tabela 4). Na figura 5 está representada a rede de haplótipos obtidos 227 

com o marcador ISSR. Os haplótipos mais comuns, H4 e H1, juntamente com H2 e H5, 228 

ocorrem em todas as quatro regiões amostradas, evidenciando a falta de estruturação das 229 

subpopulações. 230 

Nos testes de randomização, ambos IA e rd observados para o conjunto de dados 231 

ISSR para os 151 isolados foram significativamente (P <0,001) maiores que a média dos 232 

IA e rd de conjuntos de dados aleatorizados (Figura 6).  Portanto, rejeitou-se a hipótese de 233 

acasalamento aleatório na população, e os isolados amostrados, provavelmente, são 234 

procedentes de uma população de estrutura clonal. 235 

 236 

Discussão 237 

Constatou-se baixa diversidade genotípica em subpopulações de C. eragrostidis nas 238 

áreas amostrais do nordeste do Brasil. Nessa região, há a predominância de um ou dois 239 

genótipos uniformemente distribuídos e alto grau de similaridade genética entre os grupos 240 

de isolados. Baixa diversidade genética é esperada em populações recentemente 241 
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estabelecidas, as quais são compostas de uma pequena parcela da diversidade genética 242 

existente nos centros de origem, em razão do efeito do fundador (Gordon et al., 1996; 243 

Mcdonald, 1997). Por outro lado, múltiplas introduções de um fungo numa área podem 244 

resultar em maior diversidade de genes (Burdon & Roelfs, 1985; Correll et al., 1992; 245 

Burgess et al., 2001).  246 

Neste estudo, a baixa diversidade genética de C. eragrostidis suporta a idéia de que 247 

este foi introduzido no Brasil e que houve poucas introduções, entretanto, os registros 248 

disponíveis não permitem concluir acerca dessa possibilidade. O intercâmbio de material 249 

propagativo deve ter sido a principal fonte de introdução da queima das folhas do inhame 250 

no Brasil, principalmente devido ao fato de o inhame ser multiplicado vegetativamente 251 

através das túberas-sementes inteiras ou por parte das túberas-semente. Como o inhame 252 

cará-da-costa é originário da África, possivelmente este deva ser o centro de origem da 253 

linhagem de C. eragrostidis patogênico a esta hospedeira.  254 

 A falta de estruturação e não diferenciação das populações entre e dentro das 255 

regiões geográficas amostradas pode ser explicada pela migração de indivíduos entre 256 

cultivos próximos, o que impediria, assim, o aparecimento de populações geneticamente 257 

diferenciadas. Este fluxo pode estar ocorrendo tanto através do material propagativo do 258 

hospedeiro como pela dispersão dos esporos do patógeno pelo vento (Sivanesan, 1990), 259 

principalmente nas áreas amostradas neste estudo que são relativamente próximas (Figura 260 

1). 261 

Baseado nos testes para associação multilocus, a população total está em 262 

desequilíbrio de ligação. Este resultado, aliado à homogeneidade genética de C. 263 

eragrostidis, indica que a população está reproduzindo, predominantemente, de modo 264 

assexual, e que a reprodução sexual, se ocorrer, é rara. O que é provável uma vez que o 265 

teleomorfo C. eragrostidis somente foi reportado pelo cruzamento de dois mating type 266 
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opostos sob condições de laboratório, não havendo registro de sua ocorrência natural em 267 

campo de cultivo (Tsuda & Ueyama, 1985).  268 

Borchardt et al. (1998) observaram que populações tropicais (do Quênia, México e 269 

sul da China) de Setosphaeria turcica (Luttr.) K.J. Leonard & Suggs apresentavam 270 

diversidade genotípica alta, nenhum ou fraco desequilíbrio gamético, e uma distribuição 271 

uniforme dos dois tipos de mating-type, indicando recombinação sexual freqüente. 272 

Enquanto que as populações das regiões temperadas (Europa e norte da China) tiveram 273 

uma diversidade genotípica menor, forte desequilíbrio de ligação, e uma distribuição 274 

desigual dos tipos de mating-type, indicando que a recombinação sexual é rara nestas 275 

populações. 276 

Milgroom (1996) relata que o desequilíbrio de ligação também pode ser 277 

influenciado pelo fluxo gênico, seleção e deriva. O fluxo de genes pode causar 278 

desequilíbrio gamético pela imigração de um número relativamente grande de indivíduos 279 

de populações com diferentes frequências alélicas (mistura de população). A seleção para 280 

fenótipos controlados pela interação de genes em mais de um lócus pode resultar em 281 

associações não-aleatórias, como a exercida por cultivares com múltiplos genes de 282 

resistência que favorecem as raças com genes de avirulência compatíveis. A deriva pode 283 

afetar o desequilíbrio em pequenas populações, ou se uma população fundadora tem 284 

associações não aleatórias na época da colonização de uma nova área ou uma nova cultivar 285 

resistente. 286 

 Este é o primeiro estudo sobre caracterização molecular e variação genética em C. 287 

eragrostidis isolados de inhame no Brasil. Ao se confirmar o que os resultados 288 

preliminares indicam, ou seja, a baixa variabilidade genética das populações do fungo na 289 

região nordeste, poderá se inferir sobre o potencial evolutivo do patógeno, e a partir deste, 290 



 48

traçar as melhores estratégias aplicadas a grupos de patógenos com este perfil de estrutura 291 

genética.  292 

 Mcdonald & Linde (2002) propuseram um modelo de risco para predizer o 293 

potencial evolutivo das populações do patógeno com base na análise de sua estrutura 294 

genética.  De acordo com este modelo, C. eragrostidis pode ser enquadrado no grupo dos 295 

patógenos com risco intermediário, os quais possuem reprodução assexuada ou endogamia, 296 

mas que apresentam um elevado potencial para o fluxo de genótipos. Esses patógenos 297 

apresentam baixa diversidade genotípica, porém, quando a linhagem virulenta surge por 298 

mutação, esta pode ser movida de forma eficiente para os campos vizinhos ou regiões 299 

agrícolas adjacentes. A melhor estratégia de manejo durável para este grupo é a 300 

piramidização de genes de resistência, já que é improvável uma sequência de mutações à 301 

virulência ocorrer na mesma linhagem clonal. 302 
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Figura 1: Mapa indicando os locais de coleta em áreas de cultivos de inhame Dioscorea 

cayenensis nos Estados de Paraíba, Pernambuco e Alagoas. 
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Figura 2: Produtos da amplificação obtidos por análise de ISSR utilizando o 

oligonucleotídeo arbitrário ACA5. Banda polimórfica indicada pela seta. M = Marcador 

1kd Plus DNA Ladder. 
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Figura 3: Dendrograma UPGMA obtido por meio da matriz do coeficiente de similaridade 

de Dice entre os padrões de bandas geadas com os iniciadores ACA5, CGA5 e ACA5 + 

CA8 para os 151 isolados de C. eragrostidis. 

Isolados  
2472 a 2533 = Agreste de Pernambuco 
2534 a 2607 = Zona da Mata da Paraíba 
2608 a 2647 = Zona da Mata de Pernambuco 
2851 a 2888 = Zona da Mata de Alagoas 
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Figura 4: Riqueza estimada pelo método da rarefação, E(g29), para as quatro populações de 

Curvularia eragrostidis do nordeste do Brasil. O menor tamanho amostral n = 29 (linha 

pontilhada) das populações analisadas foi utilizado para comparar a riqueza estimada entre 

as populações, a qual ficou entre quatro e cinco haplótipos. 
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Figura 5: Rede de haplótipos median-joining de Curvularia eragrostidis do inhame, com 

base nos dados dos marcadores ISSR. O tamanho do círculo de cada haplótipo indica a sua 

frequência. As subpopulações geográficas do patógeno são indicadas pelas diferentes 

cores. 
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Figura 6: Teste de randomização comparando os índices de associação, IA, (A) e de 

desequilíbrio de associação multilocos, rd, (B) observados no conjunto de dados de 151 

isolados de C. eragrostidis com o IA e rd de 1.000 conjuntos de dados recombinados 

artificialmente.  
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Tabela 1: Locais de coleta das amostras nos cultivos de inhame (Dioscorea cayenensis) 

amostrados nas quatro regiões geográficas dos Estados do nordeste do Brasil, com os 

números de isolados por área e total por região.  

Região/Locais de coleta Coordenada geográfica 

(Lat./Long.) 

Ano de coleta Número de 

isolados 

Agreste de Pernambuco  2008 47 

Área 2 08°24'00.5"S/35°45'04.6"W 2008 9 

Área 3 08°29'32.3"S/35°42'21.3"W 2008 10 

Área 4 08°28'55.1"S/35°41'46.7"W 2008 9 

Área 6 08°28'27.0"S/35°41'02.3"W 2008 10 

Área 7 08°28'56.6"S/35°41'02.5"W 2008 9 

Zona de mata da Paraíba  2008 45 

Área 8 07°10'40.8"S/35°13'50.9"W 2008 8 

Área 9 07°02'17.3"S/35°13'19.5"W 2008 9 

Área 10 07°09'28.2"S/35°14'25.1"W 2008 10 

Área 11 07°12'06.6"S/35°07'54.3"W 2008 9 

Área 12 07°10'25.7"S/35°13'34.4"W 2008 9 

Zona da mata de Pernambuco  2008 30 

Área 13 07°34'53.0"S/35°03'01.0"W 2008 10 

Área 14 07°34'53.6"S/35°06'09.3"W 2008 10 

Área 15 07°35'05.6"S/35°05'33.0"W 2008 10 

Zona da mata de Alagoas  2009 29 

Área 16 09°22'50.4"S/36°20'06.1"W 2009 10 

Área 17 09°19'25.4"S/36°19'53.9"W 2009 10 

 Área 18  09°20'01.7"S/36°21'45.4"W 2009 9 
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Tabela 2: Lista dos oligonucleotídeos iniciadores (primers) utilizados neste estudo. 

Nome Sequência (5’ → 3’) Referência Ta (°C) * 

ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990 55 

ITS 5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG White et al., 1990 55 

Bt1a TTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATG Glass e Donaldson, 1995 53 

Bt1b GACGAGATCGTTCATGTTGAACTC Glass e Donaldson, 1995 53 

Gpd1F CAACGGCTTCGGTCGCATTG Berbee et al., 1999 57 

Gpd2R GCCAAGCAGTTGGTTGTGC Berbee et al., 1999 57 

CGA5 DHB(CGA)5 Hantula et al., 1996 60 

GT5 YHY(GT)5G Hantula et al., 1996 58 

GACA4 HBDB(GACA)4 Van der Waals et al., 2004 45 

ACA5 BDB(ACA)5 Hantula et al., 1996 49 

AG7 HBH(AG)7A Mahuku e Riascos, 2004 50 

ACTG4 ACTG4 Gupta et al., 1994 48 

CA8 (CA)8T Qi et al., 2009 52 

AG8 (AG)8YT Qi et al., 2009 50 

TCG5 DHB(TCG)5 Alaniz et al., 2009 61 

CCA5 DDB(CCA)5 Alaniz et al., 2009 55 

GA8 (GA)8YG Qi et al., 2009 48 

As seguintes denominações foram utilizadas para os sítios degenerados: B (G, T ou C), D (G, A ou T), H (A, 

T ou C) e Y (A, C ou G). 

* Ta = Temperatura de anelamento. 



 61

Tabela 3: Estimativas dos índices de riqueza, equitabilidade e diversidade de populações 

de Curvularia eragrostidis obtidas de cultivos de inhame em quatro regiões do nordeste do 

Brasil. 

Estatística Agreste de 

Pernambuco 

Zona da 

Mata da 

Paraíba 

Zona da Mata 

de 

Pernambuco 

Zona da 

Mata de 

Alagoas 

População 

total 

Tamanho da amostra 

(n) 

47 45 30 29 151 

Índices de riqueza      

gobs 5 6 5 4 6 

E(g29) 4,7 5,2 4,9 4  

Fração clonal 0,89 0,87 0,83 0,86 0,96 

Índices de 

equitabilidade 

     

E5 0,75 0,70 0,67 0,70 0,72 

Índices de 

diversidade 

     

H’ 1,19 

(0,96-1,43) 

1,27 

(1,01-1,53) 

1,07 

(0,75-1,38) 

1,01 

(0,74-1,28) 

1,22 

(1,09-1,36) 

N1 3,30 

(2,58-4,02) 

3,55 

(2,72-4,38) 

2,90 

(2,05-3,76) 

2,75 

(2,02-3,48) 

3,40 

(2,95-3,85) 

G 2,73 

(2,13-3,33) 

2,79 

(2,06-3,53) 

2,28 

(1,55-3,02) 

2,23 

(1,50-2,96) 

2,73 

(2,36-3,10) 

λ 0,37 

(0,28-0,46) 

0,36 

(0,26-0,46) 

0,44 

(0,29-0,58) 

0,45 

(0,28-0,61) 

0,37 

(0,31-0,42) 

gobs = número de genótipos diferentes observados. 

E(g29) = número de genótipos esperados para uma amostrar de 29 indivíduos. 

H' = Índice de Shannon-Wiener. 

N1 = Índice N1 de Hill. 

G = Índice de Stoddart & Taylor. 

λ = Índice de Simpson. 
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Tabela 4: Análise de variação molecular (AMOVA) dos grupos de amostras de Curvularia 

eragrostidis de inhame, organizados em quatro regiões (Agreste de Pernambuco, Zona da 

mata de Paraíba, Zona da mata de Pernambuco e Zona da mata d Alagoas). 

Fontes de variação Graus de 

liberdade 

Componentes de 

variação 

Porcentagem de 

variação 

Ф Valor de P 

Entre regiões 3 0,011 1,64 0,016 0,257 

Entre populações 

dentro das regiões  

12 0,028 4,12 0,418 0,124 

Dentro das populações 135 0,645 94,24 0,057 0,047 

Total 150 0,684    
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Resumo 14 

Para elucidar as relações filogenéticas das espécies de Bipolaris e Curvularia, incluindo C. 15 

eragrostidis, as quais apresentam teleomorfos classificados no gênero Cochliobolus, foram 16 

inferidas árvores de sequências nucleotídicas das regiões ITS e LSU rDNA e do gene gpd. 17 

Os resultados sugerem que o gênero Cochliobolus consiste em dois clados, com diferenças 18 

morfológicas nos conídios. C. eragrostidis está no clado das espécies de 19 

Bipolaris/Curvularia com conídios menores, mais próximo geneticamente de C. clavata, 20 

C. brachyspora, C. intermedia e C. oryzae. Os dois clados observados podem consistir em 21 

duas linhagens, correspondendo a dois teleomorfos distintos, no entanto evidências 22 

adicionais precisam ser compiladas para maiores conclusões taxonômicas sobre estes 23 

táxons. 24 

Palavras-chave: Pleosporaceae, ITS-rDNA, LSU-rDNA, gliceraldeído-3-fostato 25 

desidrogenase. 26 

 27 

Introdução 28 

Atualmente, são conhecidas mais de 30 espécies do ascomiceto Cochliobolus, a 29 

maioria saprófita e presente em diferentes substratos vegetais e no solo. Contudo, muitas 30 

espécies são fitopatogênicas, e causam manchas foliares, podridão de raízes e danos a 31 

sementes. As espécies fitopatogênicas ocorrem predominantemente em monocotiledôneas, 32 

principalmente gramíneas, como milho (Zea mays L.), arroz (Oryza sativa L.), cevada 33 

(Hordeum vulgare L.), cana-de-açucar (Saccharum spp.), trigo (Triticum spp.) e aveia 34 

(Avena sativa L.) (Sivanesan, 1987, Berbee et al., 1999; Lu et al., 2003). Entretanto, 35 

algumas espécies podem causar doenças em dicotiledôneas, como C. eragrostidis (Tsuda 36 

& Ueyama) Sivan. (anamorfo Curvularia eragrostidis), agente causal da queima das folhas 37 
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do inhame (Dioscorea cayenensis Lam.), cultura de importância econômica-social em 38 

várias regiões da África, Ásia e no Nordeste brasileiro (Santos, 2002). 39 

O gênero Cochliobolus é caracterizado por ascoma peritecial, unilocular, com um 40 

corpo globoso e um “pescoço” ostiolar longo e cilíndrico ou curto, marrom escuro a preto, 41 

com pouco ou nenhum desenvolvimento estromático. As ascas são cilíndricas a clavadas, 42 

bitunicadas, geralmente com oito ascósporos, que são filiformes, multiseptados e 43 

arranjados em espiral nas ascas. Anamorfos Bipolaris Shoemaker e Curvularia Boedijn 44 

possuem teleomorfos Cochliobolus, e apresentam características morfológicas 45 

semelhantes, diferindo na morfologia dos conídios: tamanho, número de septos, curvatura 46 

e presença ou ausência de uma célula desproporcionalmente aumentada (Sivanesan, 1987).  47 

A identificação das espécies dentro desses gêneros é difícil devido à inconsistência 48 

das características morfológicas usadas para a delimitação destas, como a morfologia dos 49 

conídios que pode variar entre os isolados e condições culturais (Shimizu et al., 1988, 50 

Hosokawa et al., 2003). Consequentemente, análises de filogenia molecular apresentam 51 

potencial para elucidar questões taxonômicas de interesse. Berbee et al. (1999) analisaram 52 

as relações filogenéticas de espécies de fungos da família Pleosporaceae, com base em 53 

sequências da região do espaço interno transcrito (ITS), 5.8S do rDNA e do gene 54 

gliceraldeído-3-fostato desidrogenase (gpd) e observaram que os gêneros Cochliobolus, 55 

Pyrenophora Fr. (anamorfo Drechslera S. Ito) e Setosphaeria K.J. Leonard & Suggs 56 

(anamorfo Exserohilum K.J. Leonard & Suggs) agrupavam em três clados, e o gênero 57 

Cochliobolus estava dividido em dois grupos monofiléticos. Este trabalho contribuiu para 58 

melhorar o entendimento desse grupo de fungos, porém foram analisadas apenas duas 59 

regiões genômicas e a reconstrução filogenética foi baseada apenas em máxima 60 

parcimônia.  61 
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Nos últimos anos, verificou-se avanço considerável de ferramentas analíticas e 62 

métodos mais robustos de reconstrução filogenética como a máxima verossimilhança e a 63 

inferência bayesiana (Felsenstein, 1981, Huelsenbeck et al., 2001). A máxima 64 

verossimilhança permite a inferência de árvores filogenéticas usando complexos modelos 65 

evolutivos, e leva em consideração todas as vias de mutação possíveis e compatíveis com 66 

os dados (Whelan et al. 2001, Holder & Lewis 2003).  Análise baseada em inferência 67 

bayesiana tornou-se método muito usado em filogenia, pois permite análise rápida de 68 

conjuntos de dados amplos, incorpora vários modelos de evolução de sequência, e 69 

considera táxons com períodos de divergência antigos, como os fungos, nos quais a 70 

homoplasia é muito frequente. A análise bayesiana também tem a vantagem de não ser 71 

restrita a uma única melhor árvore (Padovan et al., 2005).  72 

Métodos bayesianos têm sido utilizados para resolver questões taxonômico-73 

filogenéticas importantes relativas a fungos e Oomycetes de interesse fitopatológico, 74 

principalmente nos gêneros com complexos de espécies difíceis de serem delimitadas 75 

morfologicamente, tais como Alternaria (Andrew et al., 2009), Ceratocystis (Van Wyk et 76 

al., 2009, 2010), Fusarium (Scott & Chakraborty, 2006, Obanor et al., 2010, Sarmiento-77 

Ramírez et al., 2010), Phytophthora (Blair et al., 2008, Jung & Burgess, 2009, Jung et al., 78 

2011), Phoma (Gruyter et al. 2009, 2010, Aveskamp et al. 2009, 2010), Pythium (Moralejo 79 

et al., 2008, McLeod et al., 2009, Bala, 2010). 80 

O objetivo do presente estudo foi avaliar as relações filogenéticas de espécies do 81 

gênero Cochliobolus e isolados de C. eragrostidis do nordeste do Brasil, através da análise 82 

de sequências de fungos da família Pleosporaceae, usando métodos de reconstrução 83 

filogenética baseados em algoritmos de máxima verossimilhança e Bayesianos. 84 

 85 

Material e Métodos 86 
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 87 

Obtenção dos isolados 88 

Foram coletadas folhas com sintomas de queima em 16 áreas de cultivo (Tabela 1) 89 

de inhame, D. cayenensis, nas principais regiões produtoras dos estados de Alagoas (Zona 90 

da Mata), Pernambuco (Zona da Mata e Agreste) e Paraíba (Zona da Mata). No 91 

laboratório, as folhas foram incubadas em câmara úmida por 48 h para o posterior 92 

isolamento direto, sob microscópio estereoscópico. Nesta etapa, os conídios foram 93 

transferidos para placas contendo meio de cultura batata dextrose ágar (BDA) em placas de 94 

Petri que foram mantidas a temperatura ambiente. Também foi realizado isolamento 95 

indireto, a partir de fragmentos da região de transição de tecido foliar sadio e lesionado, os 96 

quais foram imersos em solução de álcool 70% durante 30 s e em seguida em hipoclorito 97 

de sódio a 1,5% por 1 min para a desinfestação. Os fragmentos foram lavados por duas 98 

vezes consecutivas em água destilada esterilizada (ADE), secos em papel filtro esterilizado 99 

e transferidos para BDA em placas de Petri mantidas a temperatura ambiente. 100 

Foram selecionados 16 isolados para as análises filogenéticas com dados de ITS e 101 

gpd, e apenas um para a região LSU do rDNA. 102 

 103 

Extração de DNA dos isolados 104 

Discos de micélio cultivados em BDA foram transferidos para Erlenmeyers 105 

contendo 30 mL do meio líquido sacarose-extrato de levedura-asparagina (Alfenas et al., 106 

1991). Após oito dias, o micélio foi retirado e o excesso de meio foi lavado com ADE e o 107 

micélio foi armazenado a -86°C. Para a extração, aproximadamente 200 mg de micélio 108 

foram transferidos para almofariz e refrigerados a -86°C por 5 min. Em seguida, o micélio 109 

foi macerado e o DNA genômico foi então extraído seguindo o protocolo CTAB (cationic 110 

hexadecyl trimethyl ammonium bromide) (Ferreira & Grattapaglia, 1998). 111 
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 112 

Amplificação e sequenciamento da região ITS, LSU e GPD 113 

As sequências parciais da região ITS, LSU e do gene gpd foram amplificadas via 114 

PCR utilizando os oligonucleotídeos iniciadores ITS4 e ITS5 (White et al., 1990) LROR e 115 

LR7 (Vilgalys & Hester, 1990), e gpd1 e gpd2, respectivamente (Berbee et al., 1999). 116 

As reações foram realizadas em volume total de 60 µL, contendo 6 µL de tampão 117 

10X (KCl 100 mM; Tris-HCl 100 mM pH 9,0; Triton-X 1%), 4,8 µL de dNTPs 2,5 mM, 118 

1,8 µL de MgCl2 50 mM, 3 µL de cada oligonucleotídeo 10 µM, 1U da DNA Taq 119 

Polimerase, 1 µL de DNA (10 a 100 ng) e 40 µL de água ultrapura. As amplificações 120 

foram feitas usando as seguintes condições de ciclagem: um ciclo de desnaturação inicial a 121 

95ºC por 5 min; 35 ciclos de amplificação (desnaturação a 94ºC por 30 s; anelamento a 122 

55°C por 1 min e 30 s e extensão a 72ºC por 1 min); extensão final a 72ºC por 5 min para a 123 

região ITS e LSU e um ciclo de desnaturação inicial a 94ºC por 5 min; 35 ciclos de 124 

amplificação (desnaturação a 94ºC por 30 s; anelamento a 57°C por 1 min e 30 s e 125 

extensão a 72ºC por 1 min); extensão final a 72ºC por 5 min, para gpd. 126 

Os produtos foram analisados em gel de agarose a 1,5% (p/v), após eletroforese em 127 

tampão TAE (Tris-Ácido Acético, EDTA 0,5M pH 8,0) a 80 V por 1 h, corados com 128 

brometo de etídeo e visualizados sob luz ultravioleta. As amplificações de PCR ITS e Gpd 129 

foram purificadas utilizando illustra GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE 130 

Healthcare). O sequenciamento foi realizado pela Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul) 131 

diretamente dos produtos de PCR purificados. As sequências geradas foram editadas e 132 

alinhadas com auxílio do programa Bioedit 7.0.9 (Hall, 1999). 133 

Sequências de outras espécies pertencentes à família Pleosporaceae, geradas em 134 

estudos anteriores e disponíveis no GenBank, foram incluídas nas análises (Tabela 1). As 135 

sequências foram alinhadas com o programa Muscle (Edgar, 2004) disponível no pacote 136 
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computacional MEGA4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 2007). 137 

Os alinhamentos foram manipulados manualmente e as regiões que não foram alinhadas 138 

com segurança foram excluídas da análise. Dois métodos de reconstrução filogenética 139 

foram empregados: máxima verossimilhança (ML) e inferência Bayesiana (IB). 140 

A análise de ML, realizadas apenas para ITS e gpd, foram feitas no PAUP 4.0 b10 141 

(Swofford, 2002) e as de IB no MrBayes versão 3.0 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Os 142 

modelos de substituição mais adequados para a análise ML e IB foram determinados pelo 143 

Modeltest 3.7 (Posada e Crandall, 1998) e MrModeltest v. 2.2 (Nylander 2004), 144 

respectivamente. A confiabilidade das árvores de ML geradas foi avaliada por meio de 145 

1000 repetições bootstrap. Na IB, cada corrida de quatro cadeias de Markov (MCMC) com 146 

parâmetro “heated” de 0,1 e 5.000.000 gerações. As árvores foram salvas a cada 100 147 

gerações, resultando em 50.000 árvores salvas. O burn-in foi fixado em 1.250.000 148 

gerações, após o qual os valores de probabilidade foram fixados. 149 

 150 

Resultados 151 

 152 

Análises dos dados de sequências e filogenia da região ITS  153 

O alinhamento das 16 sequências da região ITS dos isolados obtidos neste trabalho 154 

resultou em 547 pares de bases, sem variabilidade entre elas. Através da análise de 155 

BLAST, a sequência dos isolados do nordeste brasileiro apresentou alta similaridade com a 156 

sequência de C. eragrostidis depositada no GenBank (AF163077), com E-value igual a 157 

0,0, confirmando a identificação molecular da espécie. 158 

O conjunto de dados de ITS, para as análises filogenéticas, consistiu de 63 táxons 159 

(Tabela1), com 588 nucleotídeos alinhados, dos quais 203 foram informativos para 160 

parcimônia. Foi utilizado como grupo externo Phoma sclerotioides. Na ML e IB, o melhor 161 
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modelo evolutivo selecionado foi GTR+I+G, seguindo critério de informação Akaike 162 

(AIC), implementado pelo Modeltest e MrModeltest.  163 

Dois clados foram formados com as espécies de Cochliobolus analisadas nesse 164 

trabalho, tanto nas árvores de ML quanto nas de IB, em topologias quase idênticas. Estes 165 

grupos estão de acordo com os encontrados por Berbee et al. (1999). O primeiro grupo está 166 

suportado por 80% de bootstrap e 89% de probabilidade a posteriori (Figuras 1 e 2), e 167 

inclui C. sativus, C. carbonum, C. victoriae e C. heterostrophus, fitopatógenos 168 

economicamente importantes. As espécies encontradas nesse grupo compreendem 169 

anamorfos do gênero Bipolaris que possuem esporos curvados (levemente ao longo de 170 

todo o esporo), fusiformes, compridos, variando de 60 até 250 µm de comprimento. 171 

Setosphaeria e o segundo grupo de Cochliobolus formam um clado com 50% de 172 

bootstrap e 76% de probabilidade a posteriori. Cochliobolus homomorphus forma um 173 

grupo irmão com as espécies de Cochliobolus do grupo 2, com 68% de bootstrap e 89% de 174 

probabilidade a posteriori (Figuras 1 e 2). As espécies encontradas neste grupo possuem 175 

anamorfos dos gêneros Curvularia e Bipolaris, que apresentam conídios retos ou curvados, 176 

mas não ao longo de todo o esporo, e mais curtos que os do primeiro grupo, normalmente 177 

menores que 80 µm. 178 

Os isolados de C. eragrostidis, sequenciados neste estudo, foram posicionados no 179 

segundo grupo de Cochliobolus, formando um clado único com os isolados de C. 180 

eragrostidis (HM053668) e de C. clavata (AF071336), altamente suportado com valores 181 

de 87% de bootstrap e 97% de probabilidade a posteriori. 182 

 183 

Análises dos dados de sequências e filogenia do gene gpd  184 

 185 
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A amplificação e o alinhamento da sequência de parte do gene gpd resultou em 546 186 

pares de bases, apresentando alta similaridade (99%) com a sequência de C. eragrostidis 187 

(HM053657), com E-value igual a 0,0. 188 

Sequências parciais de gpd dos 63 táxons estudados para a região ITS foram 189 

obtidas e analisadas. A matriz final do conjunto de dados continha 648 nucleotídeos 190 

alinhados, dos quais 210 foram informativos para parcimônia. Phoma sclerotioides 191 

também foi utilizado como grupo externo. Na ML e IB, o melhor modelo foi TVM+I+G e 192 

GTR+I+G, respectivamente, seguindo o AIC. 193 

Na árvore gerada pela ML (Figura 3), o gênero Cochliobolus também foi dividido 194 

em dois grupos, semelhante ao constatado para a região ITS, com topologias similares. E a 195 

composição das espécies pertencentes a cada um dos grupos também foi semelhante. No 196 

entanto, Setosphaeria aparece como grupo irmão do grupo 1, porém o clado não foi 197 

suportado estatisticamente. 198 

Na inferência bayesiana, os dois grupos de Cochliobolus foram monofiléticos com 199 

suporte de 100% de probabilidade a posteriori. Setosphaeria novamente aparece como 200 

grupo irmão do grupo 1. As espécies Cochliobolus kusanoi, Bipolaris indica, C. 201 

intermedius, Curvularia brachyspora, C. clavata e C. eragrostidis, incluindo os isolados 202 

de inhame do nordeste do Brasil, não agruparam com os isolados das espécies de nenhum 203 

dos dois grupos.  204 

Na análise de ML do gene gpd, assim como os resultados obtidos para o ITS, os 205 

isolados de C. eragrostidis, sequenciados neste estudo, foram posicionados no segundo 206 

grupo de Cochliobolus, formando um clado único com os isolados de C. eragrostidis 207 

(HM053657) e de C. clavata (AF081391), com suporte de 100% de bootstrap. O resultado 208 

da inferência bayesiana mostrou que os isolados do Brasil também formam um clado com 209 

suporte de 100% de probabilidade a posteriori com estes mesmos isolados de C. 210 
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eragrostidis e C. clavata. No entanto, este clado não estava relacionado com o segundo 211 

grupo de Cochliobolus. 212 

 213 

Análises dos dados de sequências e filogenia na região LSU ou 28S do rDNA 214 

 215 

 A amplificação e sequenciamento de parte da região LSU do rDNA do isolado 216 

2854 resultou em um fragmento de 1284 pares de bases. A análise de BLAST desta 217 

sequência resulta em 100% de similaridade com 1153 pares de bases do isolado de C. 218 

brachyspora (AF279380), com E-value igual a 0,0. Para esta região genômica, a única 219 

sequência disponível da espécie C. eragrostidis no genbank é a AF163983, cujo BLAST 220 

com o isolado 2854 resulta no alinhamento de 672 pares de base com 99% de similaridade, 221 

diferindo apenas em duas bases. 222 

Para a inferência Bayesiana, foi gerada uma matriz com o alinhamento de 223 

sequências de 19 táxons, resultando em 654 nucleotídeos sendo apenas 18 informativos 224 

para parcimônia. Lewia eureka foi utilizado como grupo externo. Seguindo o AIC, o 225 

melhor modelo de substituição foi o GTR+I.  226 

 Na árvore gerada (Figura 5), o gênero Cochliobolus aparece como um grupo 227 

monofilético, incluindo a espécie Setosphaeria monoceras no clado. Podem ser 228 

identificados três subgrupos dentro do gênero. As espécies B. crustacea, B. papendorfii, C. 229 

heteropogonicola, C. pallescens e C. hawaiiensis, formam um clado com 100% de 230 

probabilidade a posteriori.  231 

As espécies C. sativus e C. heterostrophus, representantes do grupo 1, formaram 232 

um clado com C. cynodontis, C. nodulosus e C. heliconiae, porém com baixo suporte (62% 233 

de probabilidade a posteriori). Os anamorfos destas espécies são Bipolaris que possuem 234 

conídios maiores e levemente curvados ao longo de todo o conídio. 235 
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 Um terceiro subgrupo foi formado, com as espécies C. oryzae, C. brachyspora e C. 236 

eragrostidis, incluindo o isolado 2854 gerado neste estudo, com suporte de 81% de 237 

probabilidade a posteriori. As espécies deste subgrupo possuem conídios retos ou 238 

levemente curvados, elipsóides a clavados, com 3 septos, e as células distais mais claras 239 

que as células centrais. 240 

  241 

Discussão 242 

 O conjunto de dados das três regiões genômicas analisadas neste estudo suportam a 243 

divisão do gênero Cochliobolus nos dois grandes grupos, observados por Berbee et al. 244 

(1999) e Dela Paz et al. (2006), com fortes evidências de representarem duas linhagens 245 

evolutivas. Estas informações indicam que este gênero necessita de uma revisão 246 

taxonômica, com base nas características morfológicas, tanto dos anamorfos quanto dos 247 

teleomorfos, em busca de caracteres confiáveis para a separação dos dois grupos. 248 

A separação de Bipolaris e Curvularia se baseia apenas na morfologia dos 249 

conídios: retos ou curvos, número de septos, hilo protraído ou não, e presença ou ausência 250 

de célula desproporcionalmente aumentada (Sivanesan, 1987). Porém, essa classificação 251 

pode ser artificial, visto que algumas espécies de Bipolaris e Curvularia possuem conídios 252 

com características intermediárias entre os dois gêneros. Por exemplo, B. ellisii e B. 253 

papendorfii possuem conídios curvados com 3 a 5 septos e são Curvularia-like, enquanto 254 

que C. inaequalis, apresenta conídios retos sem a conspícua célula aumentada, sendo 255 

Bipolaris-like (Goh et al., 1998). 256 

 Com relação ao teleomorfo, Tsuda et al. (1977) observaram que algumas espécies 257 

desenvolvem ascomas a partir de estromas colunares ou planos, que são firmemente 258 

aderidos ao substrato na base e com ascósporos dispostos muitas vezes paralelos à 259 

frouxamente enrolados dentro das ascas. Estes autores designaram o gênero 260 
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Pseudocochliobolus para incluir as espécies P. nisikadoi Tsuda, Ueyama & Nishih., P. 261 

lunatus (R.R. Nelson & F.A. Haasis) Tsuda, Ueyama & Nishih., P. geniculatus (R.R. 262 

Nelson) Tsuda, Ueyama & Nishih. e P. spicifer (R.R. Nelson) Tsuda, Ueyama & Nishih., e 263 

diferenciá-las dos Cochliobolus que desenvolvem os pseudotécios sem estroma basal e 264 

com os ascósporos arranjados fortemente em espirais dentro das ascas. Posteriormente, P. 265 

australiensis Tsuda & Ueyama, P. hawaiiensis (Alcorn) Tsuda & Ueyama, P. verruculosus 266 

Tsuda & Ueyama, P. pallescens Tsuda & Ueyama, P. akaii Tsuda & Ueyama e P. 267 

eragrostidis Tsuda & Ueyama (Tsuda & Ueyama, 1981, 1982, 1983, 1985) foram 268 

adicionadas ao gênero.  269 

No entanto, devem ser realizadas análises filogenéticas adicionais com as demais 270 

espécies de Cochliobolus (Bipolaris e Curvularia) que produzem ou não o estroma para se 271 

inferir se esta pode ser considerada característica importante para distinguir estes dois 272 

supostos gêneros. Berbee et al. (1999) sugere que caso se separem os teleomorfos dos dois 273 

grupos de Cochliobolus, Bipolaris poderia se restringir às espécies do primeiro grupo que 274 

apresentam conídios maiores, em forma de canoa, levemente curvado ao longo de toda a 275 

extensão do esporo, e Curvularia aquelas espécies do grupo 2. 276 

Análises filogenéticas com outras regiões genômicas, podem contribuir ainda mais 277 

para o conhecimento das relações filogenéticas destas espécies, uma vez que para se 278 

aumentar a precisão de uma inferência filogenética pode-se incluir mais sequências aos 279 

dados ou aumentar o comprimento das sequências utilizadas (Whelan et al., 2001).  280 

Algumas questões sobre a sistemática deste grupo ainda continuam incertas, como a 281 

posição taxonômica do gênero Setosphaeria. Na análise da região LSU, este gênero está 282 

dentro do clado de Cochliobolus senso latu. Sivanesan (1987), em sua monografia, 283 

reavaliou vinte espécies de Exserohilum, das quais sete foram relacionadas com 284 

teleomorfos Setosphaeria. Destas, poucas espécies possuem sequências de DNA 285 
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disponíveis, sendo necessária a geração de sequências de outras espécies para se tentar 286 

elucidar a taxonomia e sistemática deste gênero, o qual neste trabalho apareceu como um 287 

clado único nas análises de ITS e gpd. 288 

As análises filogenéticas dos isolados de C. eragrostidis, procedentes do nordeste 289 

do Brasil, suportam que estes formam um clado com C. clavata, e estão próximos das 290 

espécies C. brachyspora, C. intermedia e C. oryzae. Na monografia de Sivanesan (1987), 291 

estas espécies apresentam morfologia de conídios semelhantes, e C. eragrostidis se 292 

diferencia das demais por apresentar conídios retos, com o septo mediano mais espesso e 293 

escuro. Tsuda & Ueyama (1985) relataram que C. eragrostidis pode ser diferenciada de C. 294 

brachyspora e C. intermedia pela morfologia dos conídios, e que cruzamentos com 295 

isolados típicos de cada espécie não resultou na formação de ascocarpos. No entanto, 296 

cruzamentos de isolados C. brachyspora e C. intermedia foram férteis, sugerindo a 297 

possível identidade das duas espécies. Desta forma, além das análises de filogenia 298 

molecular, pode-se também utilizar o conceito de isolamento reprodutivo sexual, utilizando 299 

cruzamento entre isolados monospóricos, para a limitação das espécies, pois a hibridação 300 

interespecífica é rara ou difícil no gênero Cochiobolus (Hosokawa et al., 2003). 301 

 Trabalhos futuros visando resolver a correta delimitação das espécies devem ser 302 

realizados, utilizando diferentes isolados das mesmas espécies e dados de múltiplos genes 303 

heterogêneos, para se construir a árvore de espécies. Estas árvores especificam as relações 304 

ancestrais (topologia), os tempos de separação das espécies ancestrais em duas espécies 305 

(tempo de divergência), e a história do tamanho da população de cada espécie (Heled & 306 

Drummond, 2009).  307 
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Tabela 1: Lista de táxons utilizados neste estudo, com seus isolados, número de acesso no Genbank e depositante.  

Teleomorfo Anamorfo Isolado Número de acesso 

ITS                     GPD                    LSU 

Depositante (Referência) 

Teleomorfo desconhecido Alternaria alternata (Fr.) Keissl. EGSimmons 34-016 AF071346  AF081400 - Berbee  (Berbee et al., 
1999) 

Teleomorfo desconhecido Bipolaris australis Alcorn Turgeon 77139 AF081448 AF081409 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Teleomorfo desconhecido Bipolaris crustacea (Henn.) 
Alcorn 

NI* - - AF163977 Goh e Hyde (Não 
publicado) 

Teleomorfo desconhecido Bipolaris indica J.N. Rai, 
Wadhwani & J.P. Tewari 

BRIP17439 AF081449 AF081406 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Teleomorfo desconhecido Bipolaris papendorfii (Aa) 
Alcorn 

NI - - AF163980 Goh e Hyde (Kodsueb et 
al., 2006) 

Teleomorfo desconhecido Bipolaris zeae Sivan. Alcorn 8641a AF081452 AF081407 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus australiensis 
(Tsuda & Ueyama) Alcorn 

Bipolaris australiensis (M.B. 
Ellis) Tsuda & Ueyama 

Alcorn 8320b AF081450 AF081408 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus carbonum R.R. 
Nelson 

Bipolaris zeicola (G.L. Stout) 
Shoemaker 

Leonard NI1243 AF071326 AF081382 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus cymbopogonis 
J.A. Hall & Sivan. 

Curvularia cymbopogonis (C.W. 
Dodge) J.W. Groves & Skolko 

Alcorn 88109-1 AF071351 AF081403 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus cynodontis R.R. 
Nelson 

Bipolaris cynodontis 
(Marignoni) Shoemaker 

NI - - AF163982 Goh e Hyde (Kodsueb et 
al., 2006) 

Cochliobolus dactyloctenii 
Alcorn 

Bipolaris dactyloctenii Alcorn Alcorn 7938-9 AF071322 AF081376 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus eleusines Alcorn Bipolaris eleusines Alcorn & 
R.G. Shivas 

Alcorn 8749c AF081451 AF081405 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 
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Cont. da Tabela 1. 

Teleomorfo Anamorfo Isolado Número de acesso 

ITS                     GPD                    LSU 

Depositante (Referência) 

Cochliobolus ellisii Alcorn Bipolaris ellisii (Danquah) 
Alcorn 

Alcorn 81154-1 AF071323    AF081377 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus eragrostidis 
(Tsuda & Ueyama) Sivan. 

Curvularia eragrostidis  ZGZ990780 HM053668 HM053657 - Wang, Zhang e Tsukiboshi 
(Não publica do) 

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis NI - - AF163983 Goh e Hyde (Não 
publicado) 

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2479 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2485 ** ** **  

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2499 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2507 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2527 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2541 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2554 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2576 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2584 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2601 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2615 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2630 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2639 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2855 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2870 ** **   

Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2888 ** **   
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Cont. da Tabela 1. 

Teleomorfo Anamorfo Isolado Número de acesso 

ITS                     GPD                    LSU 

Depositante (Referência) 

Cochliobolus hawaiiensis 
Alcorn 

Bipolaris hawaiiensis (M.B. 
Ellis) J.Y. Uchida & Aragaki 

Alcorn 7612(b)-6 AF071324 AF081378 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus hawaiiensis Bipolaris hawaiiensis NI - - AF163979 Goh e Hyde (Kodsueb et 
al., 2006) 

Cochliobolus heliconiae Alcorn Bipolaris heliconiae Alcorn NI - - AF163978 Goh e Hyde (Não 
publicado) 

Cochliobolus heterostrophus 
(Drechsler) Drechsler 

Bipolaris maydis (Y. Nisik. & C. 
Miyake) Shoemaker 

C4 EF452445 EF513207  - Andrie, Schoch, Hedges, 
Spatafora e            Ciuffetti 
(Andrie et  al., 2008) 

Cochliobolus heterostrophus Bipolaris maydis Yoder C5 (141-1-2)  AF071325 AF081380 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus heterostrophus Bipolaris maydis AFTOL-ID 54 - - AY544645 AFTOL (Zhang et al., 
2009) 

Cochliobolus homomorphus 
Luttr. & Rogerson 

Bipolaris homomorpha (Luttr. & 
Rogerson) Subram. ex Alcorn 

ATCC 13409 EF452446 EF513208 - Andrie, Schoch, Hedges, 
Spatafora e            Ciuffetti 
(Andrie et  al., 2008) 

Cochliobolus intermedius R.R. 
Nelson 

Curvularia intermedia Boedijn Alcorn 8797-1 AF071327 AF081383 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus kusanoi (Y. 
Nisik.) Drechsler ex Dastur 

Bipolaris kusanoi (Y. Nisik.) 
Shoemaker 

Tsuda Ck2  AF071352 AF081404 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus lunatus R.R. 
Nelson & F.A. Haasis 

Curvularia lunata (Wakker) 
Boedijn 

UAMH 1349 AF071339 AF081394 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus luttrellii Alcorn Bipolaris luttrellii Alcorn Alcorn 14643-1 AF071350 AF081402 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus melinidis Alcorn Bipolaris melinidis Alcorn Alcorn 8795-6 AF071319 AF081373  - Berbee (Berbee et al., 
1999) 
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Cont. da Tabela 1. 

Teleomorfo Anamorfo Isolado Número de acesso 

ITS                     GPD                    LSU 

Depositante (Referência) 

Cochliobolus nisikadoi (Tsuda, 
Ueyama & Nishih.) Alcorn 

Bipolaris coicis (Y. Nisik.) 
Shoemaker 

CBS 192.29 AF081447  AF081410 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus nodulosus Luttr. Bipolaris nodulosa (Berk. & 
M.A. Curtis) Shoemaker 

ICMP10306 - - AY849940 Kodsueb, Jeewon e Hyde 
(Kordsueb et al., 2006) 

Cochliobolus pallescens (Tsuda 
& Ueyama) Sivan. 

Curvularia pallescens Boedijn 
1933 

ICMP11023 - - AY849941 Kodsueb, Jeewon e Hyde 
(Kordsueb et al., 2006) 

Cochliobolus peregianensis 
Alcorn 

Bipolaris peregianensis Alcorn Alcorn 7656-3 AF071328 AF081384 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus perotidis Alcorn Bipolaris perotidis Alcorn Alcorn 7846-2 AF071320 AF081374 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus ravenelii Alcorn Bipolaris ravenelii (M.A. Curtis) 
Shoemaker 

Alcorn 7979-6 AF071321 AF081375 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus sativus (S. Ito & 
Kurib.) Drechsler ex Dastur 

Bipolaris sorokiniana (Sacc.) 
Shoemaker 

AFTOL-ID 271 - - DQ678045 Schoch (Zhang et al., 2009) 

Cochliobolus sativus  Bipolaris sorokiniana  Tinline A20 AF071329 AF081385 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus verruculosus  
(Tsuda & Ueyama) Sivan. 

Curvularia verruculosa Tandon 
& Bilgrami ex M.B. Ellis 

MAFF 235540 AF071333 AF081388 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Cochliobolus verruculosus  Curvularia verruculosa  ZTY98400 HM053661 HM053648 - Wang, Zhang e Tsukiboshi 
(Não publicado) 

Cochliobolus victoriae R.R. 
Nelson 

Bipolaris victoriae (F. Meehan 
& H.C. Murphy) Shoemaker 

Macko HV033 AF071331 AF081386 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Teleomorfo desconhecido Curvularia affinis Boedijn DAOM 46365 AF071335 AF081390 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Teleomorfo desconhecido Curvularia brachyspora Boedijn ZW020185 HM053667 HM053655 - Wang, Zhang e Tsukiboshi 
(Não publicado) 
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Cont. da Tabela 1. 

Teleomorfo Anamorfo Isolado Número de acesso 

ITS                     GPD                    LSU 

Depositante (Referência) 

Teleomorfo desconhecido Curvularia brachyspora Boedijn ZW020644 HM053666 HM053654 - Wang, Zhang e Tsukiboshi 
(Não publicado) 

Teleomorfo desconhecido Curvularia brachyspora Boedijn NI - - AF279380 Lutzoni e Reeb (Kodsueb 
et al., 2006) 

Teleomorfo desconhecido Curvularia clavata DAOM 148084 AF071336 AF081391 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Teleomorfo desconhecido Curvularia inaequalis (Shear) 
Boedijn 

ZM020029 HM053665 HM053653 - Wang, Zhang e Tsukiboshi 
(Não publicado) 

Teleomorfo desconhecido Curvularia gladioli Boerema & 
Hamers 

DAOM 164725 AF071337 AF081392 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Teleomorfo desconhecido Curvularia gudauskasii Morgan-
Jones & Karr 

DAOM 165085 AF071338 AF081393 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Lewia eureka E.G. Simmons Embellisia eureka (E.G. 
Simmons) E.G. Simmons 

AFTOL-ID 267 - - DQ678044 Schoch (Zhang et al., 2009) 

Teleomorfo desconhecido Phoma sclerotioides Preuss ex 
Sacc. 

SK 7-12 HM589500  HM158042 - Wunsch e Bergstrom (Não 
publicado) 

Pleospora herbarum P. Karst. Stemphylium herbarum E.G. 
Simmons 

CBS 191.86 - - AF382386 Jeewon, Liew, Hodgkiss, 
Hyde (Kodsueb et al., 
2006) 

Pleospora tarda E.G. Simmons Stemphylium botryosum Wallr. EGSimmons 08-069 AF071345 AF081399 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Pleospora alfalfae E.G. 
Simmons 

Stemphylium alfalfae E.G. 
Simmons 

EGSimmons 36-088 AF071343 AF081397 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Pyrenophora avenae S. Ito & 
Kurib 

Drechslera avenae (Eidam) 
Scharif 

94-1b EF452453 EF513215 - Andrie, Schoch, Hedges, 
Spatafora e            Ciuffetti 
(Andrie et  al., 2008) 
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Cont. da Tabela 1. 

Teleomorfo Anamorfo Isolado Número de acesso 

ITS                     GPD                    LSU 

Depositante (Referência) 

Pyrenophora chaetomioides 
(M.A. Curtis ex Cooke) 
Shoemaker 

Drechslera avenacea (M.A. 
Curtis ex Cooke) Shoemaker 

DAOM 208989 AF081445 AF081371 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Pyrenophora japonica S. Ito & 
Kurib. 

Drechslera japonica (S. Ito & 
Kurib.) Shoemaker 

DAOM 169286 AF071347 AF081369 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Pyrenophora seminiperda 
(Brittleb. & D.B. Adam) 
Shoemaker 

Drechslera verticillata (O'Gara) 
Shoemaker 

ICMP6169 - - AY849961 Kodsueb, Jeewon e Hyde 
(Kodsueb et al., 2006) 

Pyrenophora tritici-repentis 
(Died.) Drechsler 

Drechslera tritici-repentis 
(Died.) Shoemaker 

DAOM 208990 AF071348 AF081370  - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Pyrenophora tritici-repentis Drechslera tritici-repentis DAOM 197047 -  - DQ384097 Kruys, Eriksson e Wedin 
(Kruys et al., 2006) 

Setosphaeria minor Alcorn Anamorfo desconhecido ATCC 62323 AF071341 AF081396 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Setosphaeria monoceras Alcorn Exserohilum monoceras 
(Drechsler) K.J.Leonard & 
Suggs 

DAOM 208988 AF071340 AF081395 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

Setosphaeria monoceras Exserohilum monoceras  NI - - AY016368 Lumbsch e Lindemuth 
(Lumbsch & Lindemuth, 
2001) 

Setosphaeria rostrata K.J. 
Leonard 

Anamorfo desconhecido ATCC 32197 AF071342 AF081379 - Berbee (Berbee et al., 
1999) 

*NI = Não informado. 

** Sequências a serem depositadas no genbank. 
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Figura 1: Árvore de máxima verossimilhança gerada com a região ITS de 63 táxons. Os 

números acima dos nós correspondem aos valores de bootstrap obtido em 1000 réplicas. 
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Figura 2: Árvore consenso obtida pela análise Bayesiana com dados de sequências da 

região ITS de 63 táxons. Os números acima dos nós correspondem aos valores de 

probabilidades a posteriori. 
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Figura 3: Árvore de máxima verossimilhança gerada com parte do gene gpd de 63 

táxons. Os números acima dos nós correspondem aos valores de bootstrap obtido em 

1000 réplicas. 
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Figura 4: Árvore consenso obtida pela análise Bayesiana com dados de sequências do 

gene gpd de 63 táxons. Os números acima dos nós correspondem aos valores de 

probabilidades a posteriori. 
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Figura 5: Árvore consenso obtida pela análise Bayesiana com dados de sequências da 

região LSU de 19 táxons. Os números acima dos nós correspondem aos valores de 

probabilidades a posteriori. 
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Conclusões Gerais  
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

� A população de Curvularia eragrostidis patogênicas ao inhame, nos Estados de 

Alagoas, Pernambuco e Paraíba, é caracterizada pela baixa diversidade genética, 

fluxo de indivíduos entre as áreas de cultivo e provável ausência de reprodução 

sexuada, podendo ser classificada como de risco evolutivo intermediário. 

 

� Curvularia eragrostidis está mais próxima filogeneticamente de C. clavata, C. 

brachyspora, C. intermedia e C. oryzae, pertencendo ao grupo correspondente 

às espécies do antigo gênero Pseudocochliobolus. 

 

� As análises filogenéticas suportam evidências de divisão do gênero 

Cochliobolus em dois grandes grupos referentes a duas linhagens evolutivas. 

 

� É necessário obter sequências adicionais de mais espécies de Bipolaris, 

Curvularia e Exserohilum para se tentar elucidar a taxonomia e sistemática 

destes gêneros, com a separação e validação dos teleomorfos. 


