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RESUMO

A cultura do inhamelfioscoreaspp.) apresenta grande importancia socioeconguaicaa
regidao Nordeste do Brasil, devido a excelente dadk nutritiva e energética de suas
tuberas e a utilidade para a alimentacdo humammefna das folhas, conhecida também
como pinta preta, causada pelo fur@@arvularia eragrostidis € responsavel por grandes
prejuizos a cultura do inhame no Nordeste bragijlgirincipalmente nos Estados da
Paraiba e Pernambuco, que sdo os maiores produistestrabalho teve como objetivos
analisar a estrutura populacional de isolado€ deragrostidispatogénicos ao inhamp,
cayennensisnos estados de Alagoas, Pernambuco e Paraibadmeomestudar as relacdes
filogenéticas destes com as demais espécies doogénehliobolus No primeiro estudo,
foram obtidos 151 isolados, dos quais foram ardisas sequéncias de parte da regiao
ITS, e dos gene&tubulinaegpde os perfis de DNA com marcadores ISSR. Obsergou-s
gue as sequéncias de DNA néo apresentaram vatadeli e os dados de ISSR mostraram
a presenca de seis haplétipos. A populacdo do @ab0@ caracterizada por baixa
diversidade genotipica, predominancia de um ou dpéndtipos uniformemente
distribuidos, predominancia de reproducéo assepuegenca de fluxo genotipico entre as
regides de cultivo. No segundo estudo, foram raediiz analises filogenéticas de
sequéncias de 81 isolados de espécies da fam@lsiraceae, através dos métodos de
maxima verossimilhanca e inferéncia bayesiana. ®ssdlados deC. eragrostidisde
inhame analisados estdo relacionados com espédegédero Cochliobolus que
apresentam conidios menores e mais proximos fiEigemente deC. clavata C.
brachysporaC. oryzaee C. intermedia

Palavras-chave:Variabilidade genéticd)iscorea cayenensi§ilogenia,Cochliobolus
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ABSTRACT

The yam Dioscoreaspp.) has great social importance for the Northesgon of Brazil,
due to the excellent nutritional quality and eneofyheir tubers and very useful for human
alimentation. Leaf-spots on white yam, caused lgyftingusCurvularia eragrostidis is
responsible for damage to yam in northeast Brazdinly in the states of Paraiba and
Pernambuco. The aim of this study was to analygetpulation structure of isolates©f
eragrostidispathogenic to yanD). cayennensjsn the states of Alagoas, Pernambuco and
Paraiba, and to study the phylogenetic relatiorssbfihese with other species in the genus
Cochliobolus In the first study, 151 isolates were obtainemhifrleaves of yam, which
were analyzed the sequences of part of the ITSmegndp-tubulin gene and gpd and the
profiles of DNA with ISSR. It was observed that DNA sequences had no variation, and
ISSR data showed the presence of six haplotype® pathogen population is
characterized by low genotypic diversity, predomg& of one or two genotypes evenly
distributed, the predominance of asexual reprodoctand the presence of genotypic flow
between the regions of cultivation. In the seconalys it was conducted phylogenetic
analysis sequences of 81 isolates of species dathiy Pleosporaceae using the methods
of maximum likelihood and Bayesian inference. Tléeidolates ofC. eragrostidisfrom
yam analyzed are related to the ge@ashliobolusspecies which has smaller conidia and
they are phylogenetically closer to the spe€eglavata C. brachysporaC. oryzaeand

C. intermedia

Keywords: Genetic variabilityDiscorea cayenensi®hylogenyCochliobolus
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INTRODUCAO GERAL

A cultura do inhame

O inhame Dioscoreaspp.) € uma monocotiledénea da Familia Dioscoeegce
adaptada a zonas com precipitacdes pluviométricast@no de 1300 mm anuais
(SANTOS, 1996). E uma cultura de tubérculo, cultavana Africa, Asia, partes da
Ameérica do Sul, bem como Caribe e ilhas do Pacffiub As espécies cultivadas 920
alata L. (inhame agua)D. bulbifera L., D. cayenensidam. (inhame amarelo)D.
esculentgLour.) Burkill, D. oppositaThunb.,D. nummulariaLam.,D. pentaphyllaL., D.
rotundataPoir. (inhame branco)B. trifida L. f. O inhame branco e o amarelo, naturais da
Africa Ocidental, sdo os mais importantes em terg®sjuantidade e comercializacio
(ASIEDU; SARTIE, 2010).

As tuberas produzidas sdo de alto valor nutritivenergético, constituindo
alimento basico para o consumo humano, amplamediliezado na alimentacdo. Em
funcdo do seu valor alimenticio, grande parte dalygdo é destinada ao mercado interno
e a outra parte € exportada, principalmente p&arapa. Os pequenos graos de amido séo
0S responsaveis pela alta digestibilidade do inhamedo, por isso, recomendados nas
dietas de recém-nascidos e de pessoas idosas elesmantes (SANTOS; MACEDO,
2002).

A zona dominante de producédo do inhame é a Africidédtal, onde cerca de 48
milhdes de toneladas (cerca de 93% da producéoietuedo cultivadas em 4 milhdes de
hectares anualmente e, principalmente, em BenistaGio Marfim, Gana, Nigéria e Togo
(ASIEDU; SARTIE, 2010). O Brasil € o segundo mamwodutor dessa hortalica na

Ameérica do Sul, com uma area colhida de 27 mildrese producdo d&50 mil toneladas



(FAO, 2011).De acordo com o0 censo agropecuario, a regiao Nerfl@sesponsavel pela
producdo de 38.256 toneladas de inhame, tendo tasidssde Pernambuco, Paraiba e
Alagoas contribuido respectivamente com 16.574118e42.872 toneladas (IBGE, 2006).

A cultura do inhamelfioscoreasp.) apresenta grande importancia socioeconémica
para a regidao Nordeste do Brasil, sobretudo par&stados da Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Bahia e Maranh&o, por constituir negégdcala promissor. As tuberas séo
altamente energéticas e ricas em vitamina do come(tiamina, riboflavina, niacina e
piridoxina), carboidratos, amido e minerais; apnéséaixo teor de gorduras, sendo ainda
estimulante do apetite e depurador do sangue. Adgueapécies vém sendo utilizadas para
extracdo de sapogeninas esteroidais e de materiphdida para a sintese de cortisona.
(SANTOS, 2002)

O inhame constitui op¢ao agricola de grande paepara ampliar o consumo no
mercado interno e atender a demanda do mercadonextdssociado a isso, esta o
crescimento das exportacdes do produto, o que darasrexpectativas e o interesse dos
agricultores no cultivo dessa hortalica, principatte em funcdo dos melhores precos
oferecidos pelos exportadores. No entanto, parehgjaeretorno econémico da atividade,
faz-se necessario estruturar a cadeia produtivamg@rer melhoria dos sistemas de
producado, da qualidade do produto, oferta constamiecos competidores, fatores estes
que estdo associados aos conhecimentos técnicaxneldgias disponiveis para a
conducao adequada da cultura (SANTOS, 2002).

O inhame é propagado por tuberas semente ou sedgdébera. O uso de sementes
verdadeiras como propagulos é restrita a esta@@geshuisa, principalmente programas
de melhoramento da cultura (ASIEDU; SARTIE, 201Q)s agricultores obtém as tuberas
semente pela selecdo de tuberas pequenas (300 @) $@0cada colheita (muitas vezes

estas sdo aquelas produzidas por plantas doenszsg)lo tuberas da segunda colheita de
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variedades de maturacao precoce, que produzenplasitilberas por grupo; ou pelo corte
do tubérculo em pedacos (AIGHEWI et al., 2003).

No mercado brasileiro tém destaque dois tipos denme: o da costaD(
cayennensjs unico utilizado nas exportacdes, e 0 Sado Tobeé alatad), este menos
cultivado na regido. No Nordeste, problemas fitog8e0s, especialmente nematdides,
virus e fungos, dificultam o cultivo do inhame dsta (MOURA, 2005, RITZINGER et
al., 2003).

Apesar da importancia socio-econdmica que essaraulepresenta para a regiao
Nordeste do Brasil, sua produtividade ainda coatibaixa, em torno de 11.141 t/ha,
decorrente do manejo inadequado da cultura, dodestiberas-semente de qualidade
agrondmica inferior (desuniformidade no tamanho & maturacdo, apresentando
ferimentos e contaminac&do por nematoides e fungos)funcdo da indisponibilidade de
material de melhor qualidade. Para aumentar a pivadde da cultura, € de fundamental
importancia se praticar o manejo cultural eficiestgbretudo, considerando os aspectos
relacionados ao plantio, ao crescimento e deseinwvehto da planta, a conducdo da
cultura (fertilizacéo, tratos culturais e contrdi®ssanitario) e as colheitas (SANTOS,

2002).

Queima das folhas do inhame

A cultura do inhame esté sujeita a varias doergssloencas causadas por fungos
sdo mais frequentes, tanto da parte aérea, intetfena fotossintese, como nas tuberas,
interferindo no armazenamento das substanciasseevess (MENEZES, 2002). A queima
das folhas, conhecida também como pinta preta,adauporCurvularia eragrostidis

(Henn.) J.A. Mey. é responsavel por prejuizos elesa cultura do inhame no Nordeste
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brasileiro, principalmente nos Estados da ParailRemambuco, que sdo os maiores
produtores (SANTOS, 2002).

O sintoma primario da queima das folhas € uma nsarichar necrotica, de
coloracdo marrom-escura, frequentemente circungemtahalo amarelo. As manchas
tendem para formato circular, sendo limitadas, iphinente, pelas nervuras do limbo
foliar. E comum a coalescéncia de manchas, formasdgrandes areas necrosadas. Em
menor frequéncia, ocorrem lesfes nos peciolos eramo®s. Incidindo sobre plantas
jovens, que possuem folhas em desenvolvimentcgsticnento da hospedeira é afetado e
a presenca de folhas necrosadas e retorcidastoenstijuadro tipico de crestamento com
nanismo. As perdas, nesses casos, sdo sempreasde@dintoma secundario ou reflexo &
0 pequeno tamanho das tuberas comerciais e tidmTaEntes (MOURA, 2005).

A dispersdo dos esporos @& eragrostidisocorre principalmente pelo vento
(SIVANESAN, 1990). Em condicbes epidemioldgicas di@wveis, como temperaturas
noturnas de 20 a 22°C com umidade relativa de 1€@@mperaturas diurnas, na faixa de
25 a 28°C, com umidade relativa de 65%, e ventpatdgeno pode, em pouco tempo,
comprometer a produtividade de campos de cultivm o aparecimento de grandes areas
de plantas queimadas e mortas (MICHEREFF et d00;26ANTOS et al., 1998).

Em meio de cultura batata-dextrose-adar,eragrostidiscresce vigorosamente,
formando colGnias circulares de aspecto cotonade eoloragdo negra (MOURA, 2005).
Os conidiéforos podem ser isolados ou em grupowles ou raramente ramificados, retos
ou curvados, algumas vezes geniculados proxim@me,anultiseptados, com coloragéo
marrom, variando no comprimento, acima dagnd de didmetro. Os conidios tém forma
elipsoidal ou ovoéide, com dimensfes de 18 — 37 x 2Dum, com trés septos, sendo o

septo mediano apresentando-se como uma banda,esswelulas centrais com coloracao
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marrom a marrom escura e as células externas deacab marrom palida (SIVANESAN,
1987).

A fase teleomoérficaCochliobolus eragrostidigTsuda & Ueyama) Sivan. foi
observada apenas em condi¢cfes de laboratorio seapreascomas superficiais, globosos a
sub-globosos, escuros, com 375 — @D de largura, com um protuberante bico ostiolar,
desenvolvendo sobre estroma colunar ou plano, fivemée aderido ao substrato na base;
bico ostiolar com dimensfes de 250 — 1125 x 85 6 @@ e apice hialino. Ascas
bitunicadas, a maioria cilindrica, com oito ascésppdimensdes de 150 — 240 x 12,5 — 22
um e pseudoparéfises hialinas. Ascosporos hialiiidsymes ou flageliformes, com 12 a
22 septos paralelamente a frouxamente espiralaabastas ou raramente espiralados em
uma hélice, dimensdes de 175 — 240 x 3,8 —uBn3 com ou sem uma fina camada
mucilaginosa (SIVANESAN, 1990).

Além do inhameC. eragrostidistem sido constatada em espécies botanicas de
outras familias como sorg&dgrghum bicolofL.) Moench), batata docéppmoea batatas
(L.) Lam.), amendoim Arachis hypogeal.), abacaxi Ananas comosugL.) Merr)
(MENEZES; OLIVEIRA, 1993), e arroA)ryza sativa..) (RASHID, 2001).

Para o controle da queima das folhas do inhamendé&mados fungicidas a base de
maneb, mancozeb e iprodione (MOURA, 2005). Paelaal. (2000) testaram a
sensibilidade de 42 isolados @e eragrostidis provenientes do Estado de Pernambuco, a
iprodione. Todos os isolados foram sensiveis adytop apesar de terem sido encontradas
diferencas na sensibilidade dos mesmos.

Estes autores também avaliaram a variabilidadeesle$? isolados quanto as
diferencas na velocidade de desenvolvimento dosorsas em plantas de inhame
inoculadas; ao desenvolvimento da doenca depoisaghlrecimento dos primeiros

sintomas; e pelas caracteristicas fisioldégicasa(tdéx crescimento micelial, esporulacdo e
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germinacdo dos conidios). Foram constatadas dffasementre os isolados quanto as
variaveis estudadas, porém nédo foi observada egéelsignificativa entre as variaveis
associadas a doenca e as diferentes caracterfgiol®icas dos isolados

Apesar da importancia d€. eragrostidispara a cultura do inhame, pouca se
conhece sobre a variabilidade dessa espécie. Rpréairmportante gerar informacdes que
possibilitem o entendimento das populacdes destéggrao e, para subsidiar, o
desenvolvimento de estratégias de manejo eficiestaro o melhoramento de plantas

visando a resisténcia a doenca.

Estrutura genética de populacdes de fitopatdgenos

As populacdes de patdogenos devem constantemeatlaptar a mudancas em seu
ambiente para sobreviver. O plantio de variedaglgistentes, as aplicacdes de fungicidas e
0 uso estratégico de fertilizantes, irrigacdo, tag@&o de cultura podem representar
dificuldades para o desenvolvimento da doenca.itOgatologistas devem estar atentos a
habilidade de os patégenos evoluirem, uma vez guastemas agricolas impdem uma
forte selecdo direcional sobre as populacdes dgeabs (MCDONALD, 1997). Por esta
razao, € necessario entender como as populacGestagenos irdo evoluir em resposta a
diferentes estratégias de controle.

A estrutura genética de populacdes refere-se didade e distribuicdo da variagdo
genética dentro e entre populacdes, e é uma carsaquda interacdo de mecanismos
evolutivos, como mutagéo, sistemas de reproduti®m §énico ou migragédo, tamanho da
populacdo e selecdo, 0s quais contribuem para amadgenética (isto é, evolucao)
dentro de populacdes. Em fitopatologia, o foco ®rd@nar quais fatores desempenham

maior papel na evolucéo de patégenos e como esteEniBMOS evolutivos interagem para
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determinar a composicao genética e potencial avolulas populagcdes de fitopatdgenos
(MCDONALD, 1997; MCDONALD; LINDE, 2002).

Ademais, fatores associados a historia de vidaratesa da populacdo tanto do
patogeno (especificidade de hospedeiro, dispersélm de vida) como do hospedeiro
(distribuicdo espacial, longevidade, fenologiajstéscia), também podem influenciar a
estrutura genética e o tamanho efetivo da populagA@or conseguinte, o potencial
evolutivo do patégeno (BARRET et al., 2008).

Assim como na maioria dos microrganismos, em funfjtmpatogénicos os
processos de recombinacdo e mutacdo sdo as pisntipdes de variacdo genética. A
recombinacdo ocorre por meio da reproducdo sexupbohibridizacdo somatica, seguida
de fusdo nuclear (ciclo parassexual). (BURDON; SIl1R97). Durante o ciclo sexual,
novas combinacdes de alelos (gendtipos) sdo crig@lasrecombinacéo, que sao testados
em diferentes ambientes, com novos genes de regestéungicidas ou antibidticos. A
mutacdo leva a mudancas nas sequéncias de DNA s geando novos alelos nas
populacdes. Patdgenos com altas taxas de mutags&oguo maior risco de suplantar genes
de resisténcia do que patdégenos com baixas taxasutsgdo, pois nos primeiros ha um
aumento da probabilidade de ocorrer mutacdo deama de aviruléncia para viruléncia,
ou de uma menor agressividade para uma alta agdsste (MCDONALD; LINDE,
2002).

Embora a reproducdo sexual seja comum, muitas iesp&éo clonais ou
primariamente endogamicas, outras exibem ambosdssrde reproducao clonal e sexual
que variam no tempo e espaco. As populacbes queem®duzem sexuadamente
geralmente exibem maior diversidade genotipica gaeexclusivamente assexuadas
(BARRET et al.,, 2008). Os patdgenos com sistemareggoducdo misto (sexual e

assexual) possuem maior potencial evolutivo, jA dueante o ciclo sexual, novas
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combinacfes de alelos (gendtipos) séo criadasuyelagmais adaptadas sdo mantidas e
podem aumentar a frequéncia em clones seleciof®f©BONALD; LINDE, 2002).

Além disso, 0 mesmo fungo pode apresentar difesemiedos de reproducdo em
diferentes localidades geograficas e em difergmeei®dos. O componente clonal pode ser
geograficamente restrito devido a préticas culsuddbd entanto, ha exemplos de migracéo
e mudanca genética entre fungos clonais e memécosnbinantes da mesma espécie em
outras localidades geograficas. Portanto, é netessinhecer o modo de reproducéo do
patdgeno nas escalas geografica e temporal, oaqu@tipa uma maior chance de controle
do patégeno na escala local (TAYLOR et al., 1999).

O fluxo génico € um processo onde alelos (geneshaividuos (gendtipos) séo
trocados entre populacbes geograficamente separf@dt®enos que apresentam maior
fluxo génico ou genotipico podem apresentar pogolapm maior diversidade genética.
Alto fluxo génico tende a neutralizar os efeitos dkriva genética e homogeneizar
populacdes adjacentes, aumentando a area espamigdada pela populacdo que estava
isolada (BARRET et al., 2008; MCDONALD; LINDE, 2002A migracao de isolados
permite a entrada de novos alelos de virulénciageuesisténcia a fungicidas, em areas
onde a doenca foi previamente controlada por gem®tresistentes de hospedeiros ou
fungicidas, e também resulta na introducdo de ditbgenos em regides ou continentes
onde a doenca nao estava presente (ZAFFARANO, &0419).

As introdu¢Bes modificam a estrutura genética dapulacbes exéticas de
fitopatbgenos em suas novas areas. Normalmenés, ggpulacdes fundadoras apresentam
menor variabilidade quando comparada as popula@®esigem (GOODWIN et al. 1994;
MILGROOM et al. 1996). Isto pode ocorrer devido éda de variabilidade genética

ocorrida pelo efeito fundador (introducdo de peasemopulacdes contendo pouca
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variacdo genética); pela deriva genética aleatouapela selecdo exercida pelo novo
ambiente (MONTARRY et al., 2010).

Porém, multiplas introducdes podem aumentar a biidade disponivel para
selecdo no novo ambiente, por trazer junto difesertombinacdes genéticas, como
observado por Delmotte et al. (2008) para tréssrdedlasmopara halstedifFarl.) Berl.

& De Toni encontradas na Franca. O estabelecimgatam fitopatdgeno, em um novo
ambiente, pode modificar a biologia da espécieparticular o balanco entre a reproducao
sexual e assexual durante o ciclo de vida (TAYL®RI.e 1999). Desta forma, a avaliacao
das caracteristicas de populacbes de fitopatogenasoras pode ajudar a entender as
mudancas genéticas que acompanham estas introdugfepor conseguinte, a
epidemiologia dessas doencas (MONTARRY et al., REHGecessario também se definir
as populacdes fonte e dreno de fitopatdbgenos entate os padroes de migracao entre
regides, para se evitar a introducdo e reduzirspedsdo de espécies e genotipos de
patogenos. As informacdes podem ser usadas paandetr as melhores estratégias de
intervencdo, como quarentena ou uso estratégigermes de resisténcia (ZAFFARANO et
al., 2009).

Abordagens filogeograficas e de genética de popatagado realmente Uteis para
produzir conhecimento sobre o movimento de fitopan®@s numa escala mundial. Estes
estudos permitiram identificar populagdes fonteegasar a migracédo devido a atividades
humanas (principalmente transporte de plantas tadas) ou por dispersdo natural de
esporos de fungos fitopatogénicos (MONTARRY et2010). Diversos estudos deste tipo
ja foram realizados para patdgenos corRbtynchosporium secaligOudem.) Davis
(LINDE et al. 2009; ZAFFARANO et al., 2009%)ycosphaerella graminicol@uckel) J.
Schrét. (STUKENBROCK; MCDONALD, 2008),Ustilago maydis (DC.) Corda

(MUNKACSI et al., 2008),Venturia inaequaligCooke) G. Winter (GLADIEUX et al.,
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2008),Sclerotinia sclerotioruniLib.) de Bary (KOHLI et al., 1995), Buccinia striiformis
Westend. (HOVM@LLER et al., 2008).

Em agroecossistemas, as plantas normalmente sitadat em extensos grupos
geneticamente uniformes, os quais ampliam a dibpmi@de de recursos do hospedeiro
para certas racas do patdgeno, proporcionando erdando tamanho da sua populacéo
(BARRET et al., 2008). Grandes populacbes de patigjealém de serem menos
endogamas que populacbes menores, aumentam aidhdergenética pelo acumulo de
mutacbes. Como resultado, o patdogeno é capaz ¢®naer mais rapidamente a
implantacdo de medidas de controle, como a int@ulalg novos fungicidas ou genes de
resisténcia (STUKENBROCK; MCDONALD, 2008).

A selecdo € o principal mecanismo responsavel peidanca na frequéncia de
alelos mutantes. A selecéo direcional ocorre quamadgene de resisténcia (codificado por
um receptor) se torna amplamente distribuido em vwasta area geografica, levando a um
aumento na frequéncia dos mutantes virulentos cerelepam o elicitor (alelo de
aviruléncia) até que o gene de resisténcia sejarsiagdo (MCDONALD; LINDE, 2002).
Os hospedeiros e patdogenos estdo envolvidos em“‘eoméda armamentista”, onde os
hospedeiros evoluem para escapar da infeccdo dggrat e os patdgenos evoluem para
escapar das defesas do hospedeiro. Atualmentedséhigpdteses utilizadas para descrever
as interacdes entre plantas e patégenos. A hipbtesech-warfaré propde que ciclos
epidémicos da doenca mantém formas estaveis des alel resisténcia e suscetibilidade
por longos periodos de tempo, isto €, a selec@anbtehdora mantém o polimorfismo
estavel e duradouro no loco envolvido no reconhestm hospedeiro-patdégeno.
Alternativamente, a hipotesearms-racé propde que ambos, hospedeiro e patdgeno,

desenvolvem continuamente novos alelos de resiatémcviruléncia, com rapida e
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sucessiva fixacdo destes alelos, resultando emcareaolucdo competitiva de hospedeiro
e patdogeno (AGUILETA et al, 2009; ERSOZ et al.,@01

Em ambientes espacialmente heterogéneos, a evghackolevar a adaptacéo de
populacdes as condicbes locais. Essa adaptacdmtmree quando a meédia de adaptacao
de uma populacdo € mais alta em seu préprio hatitajue em outros habitats. A
distribuicdo espacial dos fendtipos do patdogenooehdspedeiro tem proporcionado
informacdes valiosas sobre adaptacédo local ou ackptinadequada, e por meio disso
sobre os processos evolutivos (AGUILETA et al., Z0GANDON; MICHALAKIS,
2002).

Exemplos de adaptacdo local foram demonstrados fiemaatogenos como
Colletotrichum lindemuthianumem Phaseolus vulgaris (SICARD et al., 2007);
Melampsora liniem Linum marginale(THRALL et al., 2002);Podosphaerglantaginis
em Plantago lanceolatdLAINE, 2005), Mycosphaerella graminicolem trigo (ZHAN et
al., 2002) ePhytophthora infestanegm populacdes de batata na Franca e Marrocos
(ANDRIVON et al ., 2007). Porém, em fitopatologestudos com diferentes patdgenos
tém promovido um melhor entendimento da epidemialag interacdes especificas e a
capacidade de patdgenos de evoluir. No entant@ dazhorme gama de estilos de vida,
formas de crescimento, organizagcao celular, e padoitologicos nenhuma espécie de
fungo serve de modelo para as demais (BURDON; S1997).

A escolha do marcador genético pode ter um impagtistancial na andlise e
interpretacdo dos dados. No caso de fungos queepeoduzem principalmente
assexuadamente, ou seja, com uma estrutura comgesiiahagens clonais, pode ser
usado um marcador neutro, como osidgerprintde DNA (MCDONALD, 1997).

Até metade da década de 1980, os marcadores disporpara estudos de

populacdes eram de natureza morfoldégica ou pat@dgiu eram aloenzimas. Para
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fitopatdgenos, por exemplo, era comum se fazerénfeéas com base na variabilidade de
viruléncia observada dentro e entre populacé@dualmente, diversas técnicas estéo
disponiveis para se detectar variagdo na sequéecidNA em qualquer organismo. Os
métodos moleculares sdo mais vantajosos por sepBoadods a qualquer organismo do
quais amostras de DNA de qualidade possam ser igadgra(BROWN, 1996;
MCDONALD; MCDERMOTT, 1993).

Estudos de variacdo genética de fitopatégenozartitio marcadores neutros, que
nao estdo sob selecédo, tém se tornado bastantamcoBGam esses estudos, é possivel
entender 0s processos evolutivos que atuam nasagdps. Por exemplo, a extensao e 0s
padroes de diversidade genotipica dentro das pgmrdgpodem ser usados para inferir se
estas sdo clonais ou recombinantes (MILGROOM; PHEVED03). O marcador ISSR
(inter-simple sequence repgatu RAMS tandomamplified microsatellitesfoi descrito
por Zietkiewicz et al. (1994) para analisar divéasie genética em plantas e animais.
Hantula et al. (1996) utilizou esta técnica paractar polimorfismos de DNA a nivel inter
e intra-especifico em fungos, comprovando a utiédaa técnica para este grupo de
organismos. Esta técnica combina a simplicidadeAlBD, a confiabilidade das bandas de
dominios do genoma conhecidos e transmissiveis, potencial para diferenciar
populacdes ou espécies divergentes recentemen@UAtal. 2001).

No método ISSR, o DNA, entre as extremidades digdei dois microssatélites
localizados préximo, é amplificado em multiplosdegpor todo o genoma, por meio de
iniciadores de oligonucleotidegsrimers contendo sequencias de microssatélites, com ou
sem ancoras degeneradas na extremidade 5'. Esbelon@toduz padrées de bandas entre
diferentes individuos, onde cada banda amplificateesponde a uma sequéncia de DNA

Gnica delimitada por dois microssatélites inveri¢aLANIZ et al., 2009).
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Diversos autores ja utilizaram esta técnica pasardger a diversidade genética em
algumas espécies de oomicetos e fungos, c&mgtophthora cactorunfLebert & Cohn)
J. Schrét. (HANTULA et al., 1997)P. capsici Leonian (TRUONG et al, 2010R.
citrophthora (R.E. Sm. & E.H. Sm.) Leonian (COHEN et al., 2Q08kernaria solani
Sorauer (VAN DER WAALS et al., 2004 Clavicepsspp. (TOOLEY et al., 2000),
Corynespora cassiicoléBerk. & M.A. Curtis) C.T. Wei (Qi et al., 2009B0tryosphaeria
spp. (ZHOU et al., 2001Cylindrocarponspp. (ALANIZ et al., 2009)Phaeoisariopsis
griseola (Sacc.) Ferraris (MAHUKU et al., 2002Fusarium graminearumSchwabe
(MISHRA et al.,, 2004),Rhizoctonia solaniJ.G. Kihn (ELBAKALI et al.,, 2003),
Colletotrichum lindemuthianum(Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara (MAHUKU;
RIASCOS, 2004)Gremmeniellaspp. ePhomopsispp. (BARJA et al., 2006).

Em estudos de genética de populacdes, os micrlitesagstdo entre os marcadores
mais utilizados, devido a sua especificidade e ptimorfismo. No entanto, como o
desenho dos iniciadores especificos para estacéosjuer o conhecimento da sequéncia
gendmica, estes marcadores acabam sendo, muitass, véimitados a espécies
economicamente importantes. O marcador ISSR éaapidcil de manejar, ndo requer o
conhecimento de sequéncias e possui a reproddétddi dos marcadores microssatélites,
tornando este uma opcao para estudos de varialglida organismos para os quais ainda

ndo ha microssatélites caracterizados.

O géneroCochliobolus

O género Cochliobolus Drechsler pertence a familia Pleospsoraceae, ordem
Pleosporales, classe Dothideomycetes (ZHANG et 2009). As espécies sao
caracterizadas por ascoma peritecial, uniloculam corpo globoso e “pescog¢o” ostiolar

longo e cilindrico ou curto, marrom escuro a pretmm pouco ou nenhum
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desenvolvimento estromatico. As ascas séo ciliagiricclavadas, bitunicadas, geralmente
com oito ascosporos, que sao filiformes, multisdtae arranjados em espiral nas ascas.
Ambos anamorfo8ipolaris e Curvularia possuem teleomorfdSochliobolus Estes dois
géneros apresentam caracteristicas morfoldgicaslisentes, separados apenas com base
na morfologia dos conidios: tamanho, niumero deosepurvatura e presenca ou auséncia
de uma célula desproporcionalmente aumentada (SBS¥N, 1987).

Mais de 30 espécies pertencem ao gém@ohliobolus das quais algumas sdo
saprofitas, e outras sao patogénicas, geralmentenenocotiledéneas, principalmente
gramineas. Sao encontrados parasitando importenitesas, como milhoZea mayd..),
arroz QOryza satival.), cevada lordeum vulgarel..), cana-de-acucaSéaccharumspp.),
trigo (Triticum spp.) e aveiaAvena satival.). Analises filogenéticas revelaram que as
espécies d€ochliobolussao divididos em dois grupos distintos. O grupcogtém 18
espécies, nenhuma das quais sdo importantes Ggmais. Por outro lado, todos os
membros do género que sao conhecidos por causassglaencas em plantas cultivadas
(C. heterostrophugDrechsler) DrechslerC. carbonumR.R. Nelson,C. victoriae R.R.
Nelson,C. sativug(S. Ito & Kurib.) Drechsler ex Dastur@ miyabeanu$S. Ito & Kurib.)
Drechsler ex Dastur) estdo entre as 13 espéciegragioo 1. Os baixos niveis de
substituicdo nas sequéncias de nucleotideos r@orés e no gengpd entre os membros
do grupo 1 indicam que o grupo de espécies altamnénilento sofreu subita radiagéo.
Esta observacéo sugere que um progenitor dentggideroCochliobolusdeu origem, ao
longo de um periodo relativamente curto, a umae Iibidtipos distintos, cada um com
capacidade patogénica Unica para um determinadodgpplanta. Esta radiacdo parece
estar associada com a aquisi¢do da capacidadediezprtoxinas hospedeiro-especificas,
exigidas tanto para a patogénese como para a diededo da gama de hospedeiros.

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

Tradicionalmente, a taxonomia de ascomicetos eetigobjetiva a distinguir e
circunscrever os grupos de organismos. A maiorm sistemas propostos se baseou em
caracteres unicos, como ascoma, ou tipo de asessltando em grupos taxonémicos
artificiais. As classificacbes morfologicas saceidmpidas pela auséncia de corpos de
frutificacdo num amplo grupo de fungos mitosporicosolocados na classe
Deuteromycetes. Embora muitos pertencam aos asetmwjcsem evidéncias moleculares
estes fungos ndo poderao ser colocados em seeximsnévolutivos (LUMBSCH, 2000).

Nos ultimos anos, a sistematica molecular estéduemando a visdo da evolucao
dos fungos. Hibbett et al. (2007) propuseram asdiaacdo filogenética detalhada do
reino Fungi, baseada em andlises filogenética mlalexs recentes. Novas propostas
surgem, como as de Schifler et al. (2001) paralecer o filo Glomeromycota e a de
Keeling et al. (2000) para incluir Microsporidia reeno Fungi.

Atualmente, os dados moleculares séo utilizadoslassificacdo de fungos, com
base nas relacdes evolutivas, em diferentes niaromicos, desde classes, ordens e
familias, até na delimitacdo de espécies, poputaghedependendo da ferramenta, na
diferenciacéao de individuos. Classes tradiciomaso os Pyrenomycetes, Plectomycetes
e Archiascomycetes ja foram confirmados por estushseados em dados moleculares
(BERBEE; TAYLOR, 1992; BERBEE et al., 2000; GARGASAYLOR, 1995;
LUMBSCH, 2000). Em outras, como Discomycetes e lamycetes, ndo esta claro se 0s
caracteres moleculares séo insuficientes ou se gaipos néo representam um conjunto
natural de organismos (BERBEE, 1996; GARGAS; TAYLQR95;).

Alguns estudos moleculares demonstraram que ostesra morfoldgicos podem

ser geralmente insuficientes para inferir a hiat@volutiva do filo, devido ao fato de
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similaridades morfolégicas ocasionadas por conveigé(BERBEE; TAYLOR, 1993).
Berbee (1996) demonstraram que ascas bitunicadasent em clados independentes,
enquanto Wedin e Tibell (1997) e Wedin et al. ()9®8monstraram homoplasia de ascas
prototunicadas.

Até o0 momento, 0s genes usados para construmgefila sdo escolhidos com base
em critérios praticos e historicos, ou seja, agyéihias sédo feitas usando os mesmo genes
de estudos anteriores ou genes que estdo dispppaM@ um conjunto de espécies. Muitas
vezes, estes genes tém histérias de duplicacdsaasfdréncia horizontal que podem
resultar em arvores de genel/espécies discrepaDtesomprimento da inferéncia das
arvores de espécies aumenta quando multiplos holgpendentes convergem em uma
Unica resposta (AGUILETA et al., 2008).

Os loci comumente utilizados em filogenia moleculigr fungos sdo o rDNA
ribossomal nuclear e mitocondrial (18S, 28S, IT&5,ImtSSU, mtLSU), bem como genes
codificadores de proteinas, como RNA polimerag&#3B(le RPB2, B-tubulina, actinay,
ATP-sintase ATPG, e fator de elongacdo El-1TEF1x). Alguns genes de copia Unica
codificadores de proteinas, coR®Ble RPB2 sdo promissores para gerarem filogenias
bem suportadas (SCHMITT et al., 2009).

No entanto, devido alguns genes possuirem maugberpde inferéncia filogenética
do que outros, a escolha de alguns genes com rdtiemiatividade filogenética pode
permitir a construcao de filogenias robustas e migar a quantidade de dados necessarios
a serem sequenciados, como os lécus MS277 e M&iBGenias feitas com estes dois
l6cus tinham a mesma topologia, poder de resolec@oporte de ramo de filogenias
baseadas em uma andlise concatenada de todos oged8% ortélogos de um udnico

exemplar identificado a partir de genomas de fut§&UJILETA et al., 2008).
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As relacdes filogenéticas derivadas de analisedigankes tém permitido aos
micologistas rever os sistemas de classificacdoa papincidir com as relacdes
filogenéticas moleculares (CROUS et al., 2009).nAldisso, a correta classificacao
filogenética dos fungos pode permitir a aplicacgardormacdes prévias de organismos

modelo ou taxons relacionados (TAYLOR, 1995).

Os objetivos do presente estudo foram determirestraitura de populacdes Ge
eragrostidis de inhame em regides do nordeste do Brasil, atiip marcadores
moleculares como o ISSkier-simple sequence repgatsequéncias de DNA das regides
ITS e dos genes que codificam p#raubulina e gliceraldeido-3-fostato desidrogenase
(gpd), e avaliar as relacdes filogenéticas @e eragrostidise das espécies do género
Cochliobolus através da analise de sequéncias de fungos dieaf@teosporaceae, usando
métodos de reconstrucéo filogenética baseados goritalos de maxima verossimilhanca

e Bayesianos.
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Resumo

A gueima das folhas ou pinta preta, causada pebgofilCurvularia eragrostidis é
responsavel por grandes prejuizos a cultura domehano Nordeste brasileiro. O
conhecimento da diversidade da populacdo desteygraiopode fornecer importantes
informacdes sobre o potencial evolutivo do fungamsanelhores estratégias de manejo da
doenca. O objetivo deste estudo foi determinawvarsidade da populacéo de isolados de
C. eragrostidisde inhame de regifes no nordeste do Brasil, atitip sequéncias de DNA
(ITS, gpd e p-tubuling e marcadores ISSR. A partir de folhas de inhdoram obtidos
151 isolados procedentes dos estados de Alagoas @ Mata), Pernambuco (Zona da
Mata e Agreste) e Paraiba (Zona da Mata). Ndo heanacao nas sequéncias de DNA e
com base nos dados de ISSR se observou que a g@pula patdgeno apresenta baixa
diversidade genotipica, predominancia de um ou dgéndtipos uniformemente
distribuidos e alto grau de similaridade genéticdree os grupos de isolados. O
desequilibrio de ligacdo na populacdo indica predantia de reproducdo assexual,
enquanto a falta de estruturacéo entre as submdi@sla presenca de fluxo genotipico.

Palavras-chave:diversidade genétic@®ioscorea cayenensis

Introducao

O inhame Dioscoreaspp.) compreende um conjunto de espécies herbaeeas
adaptadas as condicbes edafoclimaticas das regiémgicais e subtropicais,
desenvolvendo-se satisfatoriamente nos ecossistémasseiros. A cultura apresenta
grande importancia socioecondmica para a regiaadste do Brasil, sobretudo para os

Estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahiar@a N, por constituir um negocio
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agricola promissor, pela excelente qualidade mndrieé energética de suas tuberas e a
grande utilidade para a alimentacdo humana (Sa2@0g).

A queima das folhas, causada purvularia eragrostidis € uma das doencas
fungicas mais prejudiciais a cultura do inhame egido Nordeste do Brasil. Esta pode
provocar grandes perdas em plantios irrigados, dparcide sobre plantas jovens. Nessas
condicOes, a severidade da doenca é alta e pods Hasfolhamento da planta e, por
conseguinte, a reducédo no peso das tuberas comgmiatorno de 40% (Santos, 1996;
Michereff et al.,1999; Moura, 2005).

A estrutura genética de populacdes refere-se aidada e distribuicdo da variacao
genética dentro e entre popula¢cdes, sendo umaquadresa da interacdo de mecanismos
evolutivos, como mutacéo, sistemas de reproduti®m §énico ou migracédo, tamanho da
populacdo e selecdo, os quais contribuem para amadgenética (isto €, evolucéo)
dentro de populacbes. Em fitopatologia, o foco éerd@nar os fatores que mais
contribuem para evolucédo de patégenos e como Bsteanismos evolutivos interagem
para determinar a composicdo genética e poten@aladbptacdo do organismo as
condicOes adversas e dessa forma, entender copupakcdes de patdogenos irdo evoluir
em resposta a diferentes estratégias de controbelqivild, 1997; Mcdonald & Linde,
2002).

Paula et al. (2000) avaliaram a variabilidade deis#?ados deC. eragrostidis
provenientes do Estado de Pernambuco, quanto &semfis na velocidade de
desenvolvimento dos sintomas em plantas de inhaowiladas; ao desenvolvimento da
doenca depois do aparecimento dos primeiros siriorasacteristicas fisiologicas (taxa de
crescimento micelial, esporulacdo e germinacéocdoglios) e sensibilidade a iprodione.
Foram constatadas diferencas entre os isoladogagaarvaridveis estudadas, porém néo

foi observada correlacéo significativa entre agavais associadas a doenca e as diferentes
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caracteristicas fisiologicas dos isolados. Contaghesar da importancia da queima das
folnas do inhame, ndo existem estudos no Brasitesabvariabilidade genética d&
eragrostidis

Por essa razao, pretende-se com este trabalho,gfermmacdes que possibilitem o
entendimento da biologia de populacbes deste pawdge por conseguinte, o
desenvolvimento futuro de estratégias de manemeafes, como o melhoramento de
plantas visando a resisténcia a doenca. Os obgetieste trabalho foram determinar a
variacdo genética e a estrutura de populact&s e@eagrostidisde inhame em regides do
nordeste do Brasil, utilizando marcadores moleeslacomo o ISSR (inter-simple
sequence repeat) e sequéncias de DNA das regiBes dlbs genes que codificam pgra

tubulinae gliceraldeido-3-fostato desidrogenaged|.

Material e Métodos

Obtencao dos isolados
Foram coletadas folhas com sintomas de queima eanee® de cultivo (Tabela 1)

de inhameD. cayenensid.am., nas principais regides produtoras dos estddoAlagoas
(Zona da Mata), Pernambuco (Zona da Mata e AgresRgraiba (Zona da Mata) (Figura
1). No laboratério, as folhas foram incubadas emara Umida por 48 h para o posterior
isolamento direto em lupa. Nesta etapa, os conitbeam transferidos para placas
contendo meio batata dextrose agar (BDA), as qgf@mmsm mantidas a temperatura
ambiente. Também foi realizado isolamento indiratpartir de fragmentos da regido de
transicdo de tecido foliar sadio e lesionado, casgforam imersos em solucdo de alcool
70% durante 30 segundos e em seguida em hipochgiteddio a 1,5% por um minuto

para a desinfestacdo. Os fragmentos foram lavagiodyas vezes consecutivas em agua
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destilada esterilizada (ADE), secos em papel fasterilizado e transferidos para BDA em
placas de Petri mantidas a temperatura ambiente.
Todos os isolados foram incorporados na ColecdoCdéura de Fungos

Fitopatogénicos “PrdtMaria Menezes” (CMM) da Universidade Federal de&mabuco.

Extracdo de DNA dos isolados

Discos de micélio cultivados em BDA foram transfes para Erlenmeyers
contendo 30 mL do meio liquido sacarose-extrattededura-asparagina (Alfenas et al.,
1991). Apos oito dias, o micélio foi retirado exxesso de meio foi lavado com ADE e o
micélio foi entdo armazenado a -86°C. Para a exiragproximadamente 200 mg de
micélio foram transferidos para almofariz e refragkos a -86°C por 5 minutos. Em
seguida, o micélio foi macerado e o DNA gendmico datdo extraido seguindo o
protocolo CTAB ¢ationic hexadecyl trimethyl ammonium bronjdeegundo Ferreira &

Grattapaglia (1998).

Caracterizacao genética dos isolados utilizando iciadores de oligonucleotideos ISSR
Foram selecionados os iniciadores GGATsG, GACA,, ACAs, AG; e ACTG,
AGg, CAg, TCG;, CCAs e GAs (Tabela 2), baseados em regides de repeticoesnpessem
microssatélites. Também foram testadas algumas inagies desses iniciadores. As
reacOes foram realizadas em volume total dal2Gcontendo 4uL de tampao 5X Green
GoTaqg Flexi Buffer, 0,41L de dNTPs 10 mM, 1,AL de MgChL 25 mM, 1,6 uL de cada
oligonucleotideo 1QM, 1U da GoTaq Flexi DNA Polimerase (Promegapllde DNA
(~200 ng) e 11,6l de &gua ultrapura. As condi¢des de amplificag@arh: um ciclo de
desnaturacao inicial a 94°C por 5 min; 35 ciclosuhplificacéo [desnaturacdo a 95°C por

1 min; anelamento a temperaturas variaveis, dedacoom o iniciador (Tabelal) por 1
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min e extensao a 72°C por 2 min]; extensao fin&%C por 10 min. Nas combinacdes de
iniciadores foram utilizados 0,8L de cada oligonucleotideo a 10M. Apds a
amplificacdo, os produtos foram analisados em gehghrose a 1,5%, em tampao TBE
(Tris-Borato, EDTA 0,5M pH 8,0), corados com bromee etideo, visualizados sob luz
ultravioleta.

A presenca ou auséncia de bandas reproduziveigilipada para a construcédo de
uma matriz binaria. A similaridade genética foiccdédda com base no coeficiente de Dice
(Dice, 1945), com o programa SimQual. A matriz dwmilaridade foi utilizada para
construir dendrogramas utilizando o algoritmo agrapnto UPGMA @nweighted pair-
group method with arithmetic averagem inglés), nos programas SAHN e TREE. Todas

estas analises foram feitas no NTSYS-pc versaExdter Sofware, Setauket, NY).

Amplificacdo e sequenciamento da regido ITS e dogmes g-tubulina e gpd

As sequéncias parciais da regido ITS, e dos ggrebulina e gpd foram
amplificadas via PCR utilizando os oligonucleoti&léaiciadores ITS4 e ITS5 (White et
al., 1990), Btla e Btlb (Glass & Donaldson, 199%)pdl e gpd2 (Berbee et al., 1999),
respectivamente (Tabela 2).

As reacdes foram realizadas em volume total dal6@ontendo 6L de tampé&o
10X (KCI 100 mM; Tris-HCI 100 mM pH 9,0; Triton-X%), 4,8uL de dNTPs 2,5 mM,
1,8 uL de MgCh 50 mM, 3 uL de cada oligonucleotideo &M, 1U da DNA Taq
Polimerase, JuL de DNA (10 a 100 ng) e 4QL de agua ultrapura. As amplificacdes
foram feitas no termociclador Therm-1000 MaxygeAgy@gen, Union City, CA, USA)
usando as seguintes condi¢des de ciclagem: umdgctiesnaturacao inicial a 94°C por 5
min; 35 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 9#8C30 s; anelamento a 57°C por 1

min e 30 s e extensao a 72°C por 1 min); extensabd 72°C por 5 min para a regido ITS
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e um ciclo de desnaturacédo inicial a 94°C por 5;n3B ciclos de amplificacdo
(desnaturacdo a 94°C por 30 s; anelamento a Z3tByling) e 57°C ¢pd por 1 min e 30
S e extensao a 72°C por 1 min); extenséao finaP@ par 5 min, para g-tubulinae gpd

Os produtos foram analisados em gel de agaros®@a (p/v), apos eletroforese em
tamp&o TAE (Tris-Acido Acético, EDTA 0,5M pH 8,0) &0V por 1 h, corados com
brometo de etideo e visualizados sob luz ultrataole

Todos os produtos de PCR provenientes da regiaollr8o genes-tubulina ou
gpd foram purificados utilizando illustra GFX™ PCR DNekd Gel Band Purification Kit
(GE Healthcare). O sequenciamento foi realizada plcrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul)
diretamente dos produtos de PCR purificados. Asi&etjas geradas foram editadas e

alinhadas com auxilio do programa Bioedit 7.0.9l(H&99).

Diversidade genotipica

A diversidade genotipica foi analisada para cadgpcoulacdo, considerada como
cada uma das regibes amostradas, e para a poputagBoEstimaram-se a riqueza e
equitabilidade. A riqueza foi quantificada pelo reionde gendétipos observadagyl, e
pelo numero de genotipos esperados E(gn) em umsti@te n = 29 (menor tamanho de
populacdo analisado) utilizando o método de raéefaeara determinar como os genotipos
estdo distribuidos nas amostras, foi calculadalizénde equitabilidade E5 S{1)/(N;-1).
Adicionalmente, foram calculados os indices de rdidade de Stoddart e TayloG)(
Simpson {), Shannon-Wienet{) e N1 de Hill, e os intervalos de confianca a 90% foram
construidos conbootstrap de 1000 (Grunwald et al., 2003). A fracdo clonal chda
populacao [proporcédo de isolados originados deodeméo assexual em cada populagéo
(Zhan et al., 2002)], foi calculada usando: 1-iefio de gendtipos diferentes)/(nimero

total de amostras)] (Stukenbrock et al., 2006).
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Variacdo genética entre populacdes, analise de asisgdo multiiocos e rede de
haplétipos

Para estimar a distribuicdo da variacado genéticaditarentes niveis de subdivisdo
geografica: entre regides geogréficas (Agreste a4ta Mata de Pernambuco, Zona da
Mata de Alagoas e Zona da Mata da Paraiba), esttaltvos dentro das regides, e dentro
das populacdes, foi realizada analise de variagdleamar (AMOVA) com o programa
Arlequin version 3.1 (Excoffier et al., 2005).

A distribuicdo geografica e a freqiéncia dos hgmdét foram mostradas em uma
rede, seguindo o algoritmmedian-joining implementado no programa Network 4.6.0.0
(Bandelt et al., 1999).

Para avaliar as associacdes entre os locos, emaradstra, foram utilizados o
indice de associacdo (IA) e estimativa de deséquilde ligacdo multilocos (rd), ambos
calculados pelo programa Multilocus 1.3, determisagistatisticamente com um conjunto

de dados gerados aleatoriamente por 1000 vezep@iga Burt, 2001).

Resultados

Foram obtidos 158 isolados monospdricos, sendodguapenas 151 destes foi
obtido DNA de boa qualidade para as analises gerseti

O alinhamento das sequéncias da regido ITS reseltoub47 pares de bases,
apresentando alta similaridade com a sequéndia @eagrostidisdepositada no GenBank
(AF163077), baseada na andlise de BLAST, com Eevafwal a 0,0, validando a
identificacdo da espécie.

A amplificacéo de parte do gene glaubulina resultou em um fragmento de 396

pares de bases com 97% de identidade com a segu@Cochliobolus heterostrophus
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(Drechsler) Drechsler (AB009971), com E-value igwal0,0. Para o gengpd o
alinhamento das sequéncias resultou em 546 parkas#s, com alta similaridade (99%)
com a sequéncia d& eragrostidigHM053657), com E-value igual a 0,0.

N&do foram observadas variacbes nas sequéncias réasregides gendmicas
analisadas, demonstrando que os isolado<.deragrostidisprocedentes de Alagoas,
Paraiba e Pernambuco fazem parte de um unico hweplot

Dos iniciadores ISSR testados, apenas ACXGAs e a combinacdo AGA+ CAg
geraram polimorfismo com bandas reproduziveis efnid@lados deC. eragrostidis Os
demais foram monomorficos para todas as bandaslagentre os isolados testados ou
geraram bandas de tamanho similares, dificultandefiaicdo dos padrbes de bandas de
DNA. O numero de bandas amplificadas e de bandamddéicas encontradas foi: seis e
uma para o ACA5, dez e duas para CGADb, e cincoapara a combinacdo AGA CAs.
Exemplo de padrdo de amplificacdo ISSR usandoamador ACAs esta apresentado na
Figura 2.

A andlise de agrupamento com base no coeficieni2iakee no método UPGMA
revelou a formacao de seis grupos com similaridgietica acima de 0,94 (Figura 3). Os
grupos nao estdo relacionados com a origem geografi com o ano de coleta dos

isolados.

Diversidade genotipica

Os indices de riqueza genotipica, diversidade gadijidade, foram similares para
todas as populacdes amostradas (Tabela 3). O nioeegendtipos esperados em uma
amostra de 29 individuos (n = 29) variou de 4 naaZda Mata de Alagoas a 5,2 na Zona
da Mata da Paraiba (Figura 4). A diversidade gpitatiquantificada com o indice de

Stoddart & Taylor foi baixa, entre 2,23 até 2,73.v@lores do indice de equitabilidade E5
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variaram de 0,67 na Zona da Mata de Pernambuc@sar® Agreste de Pernambuco.
Portanto, os genadtipos estao uniformemente disttdsudentro das populacdes regionais.

Os valores observados de fracao clonal foram ali@giaram entre 0,83 a 0,89 (Tabela 3).

Diferenciacao de populacdes e modo de reproducao

Pela AMOVA, a diferenciacéao das populacdes enttergro das quatro regides foi
dedct = 0,016 edsc = 0,418, respectivamente, porém estas néo forgmifisativas P =
0,257 e 0,124 respectivamente), o que demonstra auséncia déreva de estruturacao
das populacdes por regido geografica, independentemA maior variacao (94,24%)
ocorreu entre os individuos dentro de subpopuladéesada area de cultivo, cobyr =
0,057 eP = 0,047 (Tabela 4). Na figura 5 esta representada a redeapl6tipos obtidos
com o marcador ISSR. Os haplétipos mais comunseg H4, juntamente com H2 e H5,
ocorrem em todas as quatro regides amostradagnewehdo a falta de estruturacdo das
subpopulacgdes.

Nos testes de randomizacdo, ambos IA e rd obsesvaai@ o conjunto de dados
ISSR para os 151 isolados foram significativaméRt&0,001) maiores que a média dos
IA e rd de conjuntos de dados aleatorizados (FiguraPortanto, rejeitou-se a hipétese de
acasalamento aleatério na populacdo, e os isoladusstrados, provavelmente, séo

procedentes de uma populacéo de estrutura clonal.

Discussao

Constatou-se baixa diversidade genotipica em sulgpgies d€. eragrostidisnas
areas amostrais do nordeste do Brasil. Nessa rdggda predominancia de um ou dois
genotipos uniformemente distribuidos e alto gragidglaridade genética entre os grupos

de isolados. Baixa diversidade genética é esperta populacbes recentemente
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estabelecidas, as quais sdo compostas de uma pepassela da diversidade genética
existente nos centros de origem, em razdo do edeittundador (Gordon et al., 1996;
Mcdonald, 1997). Por outro lado, multiplas introdeg de um fungo numa area podem
resultar em maior diversidade de genes (Burdon &IfR01985; Correll et al., 1992;

Burgess et al., 2001).

Neste estudo, a baixa diversidade genétic@.deagrostidissuporta a idéia de que
este foi introduzido no Brasil e que houve poucdsducdes, entretanto, os registros
disponiveis ndo permitem concluir acerca dessailplidade. O intercambio de material
propagativo deve ter sido a principal fonte deodiicdo da queima das folhas do inhame
no Brasil, principalmente devido ao fato de o inkaser multiplicado vegetativamente
através das tuberas-sementes inteiras ou por gasteéiberas-semente. Como o inhame
cara-da-costa é originario da Africa, possivelmesste deva ser o centro de origem da
linhagem deC. eragrostidigpatogénico a esta hospedeira.

A falta de estruturacdo e nédo diferenciacdo dgmilpgbes entre e dentro das
regides geograficas amostradas pode ser explicalda mpigracdo de individuos entre
cultivos préximos, o que impediria, assim, o apaneato de populacdes geneticamente
diferenciadas. Este fluxo pode estar ocorrendotaitavés do material propagativo do
hospedeiro como pela dispersdo dos esporos doguetgaelo vento (Sivanesan, 1990),
principalmente nas areas amostradas neste estadsaqurelativamente proximas (Figura
1).

Baseado nos testes para associacdo multilocus, palagéo total esta em
desequilibrio de ligagdo. Este resultado, aliadchamogeneidade genética de.
eragrostidis indica que a populacdo estd reproduzindo, pretmmemente, de modo
assexual, e que a reproducdo sexual, se ocorrara€0O que é provavel uma vez que o

teleomorfoC. eragrostidissomente foi reportado pelo cruzamento de dadging type
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267 opostos sob condi¢cbes de laboratério, ndo havesgistro de sua ocorréncia natural em
268 campo de cultivo (Tsuda & Ueyama, 1985).

269 Borchardt et al. (1998) observaram que populagigschis (do Quénia, México e
270 sul da China) deSetosphaeria turcicglLuttr.) K.J. Leonard & Suggs apresentavam
271 diversidade genotipica alta, nenhum ou fraco dekledqa gamético, e uma distribuicédo
272 uniforme dos dois tipos denating-type indicando recombinagdo sexual frequente.
273 Enquanto que as populacdes das regides tempertadagpé e norte da China) tiveram
274 uma diversidade genotipica menor, forte deseqiglide ligacdo, e uma distribuicdo
275 desigual dos tipos dmating-type indicando que a recombinagdo sexual & rara nestas
276 populacdes.

277 Milgroom (1996) relata que o desequilibrio de l@@actambém pode ser
278 influenciado pelo fluxo génico, selecdo e deriva. floxo de genes pode causar
279 desequilibrio gamético pela imigracdo de um numelativamente grande de individuos
280 de populacdes com diferentes frequéncias alélivést(ra de populacdo). A selecéo para
281 fenotipos controlados pela interacdo de genes em deum locus pode resultar em
282 associacdes nao-aleatorias, como a exercida pdivacteas com multiplos genes de
283 resisténcia que favorecem as racas com genes mdéacia compativeis. A deriva pode
284 afetar o desequilibrio em pequenas populacdes,eounta populacdo fundadora tem
285 associacfes ndo aleatdrias na época da colonidag@ima nova area ou uma nova cultivar
286 resistente.

287 Este é o primeiro estudo sobre caracterizacdoaulalee variacdo genética e
288 eragrostidis isolados de inhame no Brasil. Ao se confirmar ce qus resultados
289 preliminares indicam, ou seja, a baixa variabilelgeénética das popula¢des do fungo na

290 regido nordeste, podera se inferir sobre o poteae@utivo do patdgeno, e a partir deste,
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tracar as melhores estratégias aplicadas a grigpatdgenos com este perfil de estrutura
genética.

Mcdonald & Linde (2002) propuseram um modelo decai para predizer o
potencial evolutivo das populacbes do patégeno base na analise de sua estrutura
genética. De acordo com este mod€logeragrostidispode ser enquadrado no grupo dos
patdgenos com risco intermediario, 0s quais possaproducdo assexuada ou endogamia,
mas que apresentam um elevado potencial para o flexgenotipos. Esses patdégenos
apresentam baixa diversidade genotipica, porémmdgua linhagem virulenta surge por
mutacéo, esta pode ser movida de forma eficiente ps campos vizinhos ou regifes
agricolas adjacentes. A melhor estratégia de madejavel para este grupo € a
piramidizacado de genes de resisténcia, ja que eowrapel uma sequéncia de mutacdes a

viruléncia ocorrer na mesma linhagem clonal.
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Figura 1: Mapa indicando os locais de coleta emasade cultivos de inhani@ioscorea

cayenensisios Estados de Paraiba, Pernambuco e Alagoas.
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Figura 2: Produtos da amplificacdo obtidos por iaealde ISSR utilizando o
oligonucleotideo arbitrario ACA Banda polimérfica indicada pela seta. M = Marecado

1kd Plus DNA Ladder.
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Isola(ligls

2472 a 2533 = Agreste de Pernambuco

2534 a 2607 = Zona da Mata da Paraiba
2608 a 2647 = Zona da Mata de Pernambuco
2851 a 2888 = Zona da Mata de Alagoas

Figura 3: Dendrograma UPGMA obtido por meio da mato coeficiente de similaridade
de Dice entre os padrbes de bandas geadas contiaslones ACA5, CGA5 e ACAS +

CA8 para os 151 isolados @e eragrostidis



56

7
6 -
5 -
—~ 4
(- = Agreste de
(@) Pernambuco
N—r
TR
== Zona da Mata
da Paraiba
2 Zona da Mata
de Pernambuco
1 = Zona da Mata
de Alagoas
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T \: T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46
Tamanho da amostra (n)

Figura 4: Riqueza estimada pelo método da rarefdgg), para as quatro populagdes de
Curvularia eragrostidisdo nordeste do Brasil. O menor tamanho amostral29 (linha

pontilhada) das populacdes analisadas foi utilizzata comparar a riqueza estimada entre

as populacgdes, a qual ficou entre quatro e cinpttipos.
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Figura 5: Rede de haplétiposedian-joiningde Curvularia eragrostidisdo inhame, com
base nos dados dos marcadores ISSR. O tamanhmdim de cada haplétipo indica a sua
frequéncia. As subpopula¢gBes geograficas do pabtogéo indicadas pelas diferentes

cores.
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Figura 6: Teste de randomizacdo comparando oseldie associacao, IA, (A) e de
desequilibrio de associacdo multilocos, rd, (B)eoasdos no conjunto de dados de 151
isolados deC. eragrostidiscom o IA e rd de 1.000 conjuntos de dados recoados

artificialmente.
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Tabela 1: Locais de coleta das amostras nos csltileoinhamelioscorea cayenengis

amostrados nas quatro regides geograficas dos dssthal nordeste do Brasil, com o0s

nameros de isolados por area e total por regiao.

Regido/Locais de coleta Coordenada geografica  Ano de coleta Numero de
(Lat./Long.) isolados
Agreste de Pernambuco 2008 a7
Area 2 08°24'00.5"S/35°45'04.6"W 2008 9
Area 3 08°29'32.3"S/35°42'21.3"W 2008 10
Area 4 08°28'55.1"S/35°41'46.7"W 2008 9
Area 6 08°28'27.0"S/35°41'02.3"W 2008 10
Area 7 08°28'56.6"S/35°41'02.5"W 2008 9
Zona de mata da Paraiba 2008 45
Area 8 07°10'40.8"S/35°13'50.9"W 2008 8
Area 9 07°02'17.3"S/35°13'19.5"W 2008 9
Area 10 07°09'28.2"S/35°14'25.1"W 2008 10
Area 11 07°12'06.6"S/35°07'54.3"W 2008 9
Area 12 07°10'25.7"S/35°13'34.4"W 2008 9
Zona da mata de Pernambuco 2008 30
Area 13 07°34'53.0"S/35°03'01.0"W 2008 10
Area 14 07°34'53.6"S/35°06'09.3"W 2008 10
Area 15 07°35'05.6"S/35°05'33.0"W 2008 10
Zona da mata de Alagoas 2009 29
Area 16 09°22'50.4"S/36°20'06.1"W 2009 10
Area 17 09°19'25.4"S/36°19'53.9"W 2009 10
Area 18 09°20'01.7"S/36°21'45.4"W 2009 9
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Tabela 2: Lista dos oligonucleotideos iniciadopgsiers utilizados neste estudo.

Nome Sequéncia (5— 3’) Referéncia Ta (°C) *
ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Whiteet al, 1990 55
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG Whiteet al, 1990 55
Btla TTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATG Glass e Donaldsor§3.9 53
Btlb GACGAGATCGTTCATGTTGAACTC  Glass e Donaldson 959 53
Gpd1F CAACGGCTTCGGTCGCATTG Berbetal, 1999 57
Gpd2R GCCAAGCAGTTGGTTGTGC Berbes al,, 1999 57
CGAs DHB(CGA)s Hantulaet al, 1996 60
GTs YHY(GT)sG Hantulaet al, 1996 58
GACA, HBDB(GACA), Van der Waalgt al, 2004 45
ACA; BDB(ACA)5 Hantulaet al, 1996 49
AG; HBH(AG)/A Mahuku e Riascos, 2004 50
ACTG, ACTG, Gupta et al., 1994 48
CAg (CA)sT Qi et al., 2009 52
AGg (AG)sYT Qi et al., 2009 50
TCGs DHB(TCG) Alaniz et al., 2009 61
CCA; DDB(CCA)s Alaniz et al., 2009 55
GAg (GA)YG Qi et al., 2009 48

As seguintes denominac¢@es foram utilizadas pasdtios degenerados: B (G, T ou C), D (G, A ou TYA
TouC)eY (A CouG).

* Ta = Temperatura de anelamento.
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Tabela 3:Estimativas dos indices de riqueza, equitabilidadiversidade de populacdes

de Curvularia eragrostidisobtidas de cultivos de inhame em quatro regidesoddeste do

Brasil.
Estatistica Agreste de Zona da Zona da Mata Zona da Populagéo
Pernambuco Mata da de Mata de total
Paraiba Pernambuco Alagoas
Tamanho da amostra 47 45 30 29 151
(n)
indices de riqueza
Jobs 5 6 5 4 6
E(929) 4,7 5,2 4,9 4
Fracao clonal 0,89 0,87 0,83 0,86 0,96
indices de
equitabilidade
Es 0,75 0,70 0,67 0,70 0,72
indices de
diversidade
H’ 1,19 1,27 1,07 1,01 1,22
(0,96-1,43)  (1,01-1,53)  (0,75-1,38)  (0,74-1,28) (1,09-1,36)
N, 3,30 3,55 2,90 2,75 3,40
(2,58-4,02)  (2,72-4,38)  (2,05-3,76)  (2,02-3,48) (2,95-3,85)
G 2,73 2,79 2,28 2,23 2,73
(2,13-3,33) (2,06-3,53) (1,55-3,02) (1,50-2,96) (2,36-3,10)
A 0,37 0,36 0,44 0,45 0,37
(0,28-0,46) (0,26-0,46) (0,29-0,58) (0,28-0,61) (0,31-0,42)

Oobs= NUMero de gendtipos diferentes observados.

E(g20) = NUMero de genotipos esperados para uma amdset® individuos.

H' = indice de Shannon-Wiener.

N1=indice N1 de Hill.

G = Indice de Stoddart & Taylor.

/= Indice de Simpson.
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Tabela 4:Andlise de variagcdo molecular (AMOVA) dos gruposadeostras d€urvularia
eragrostidisde inhame, organizados em quatro regides (Agoesteernambuco, Zona da

mata de Paraiba, Zona da mata de Pernambuco elZonata d Alagoas).

Fontes de variagéo Graus de Componentes de Porcentagem de (] Valor de P
liberdade variacao variacao
Entre regifes 3 0,011 1,64 0,016 0,257
Entre populacdes 12 0,028 4,12 0,418 0,124

dentro das regides

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

U7y

Total 150 0,684
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Capitulo 1l

FILOGENIA MOLECULAR DO GENERO CochliobolusDrechsler COM ENFASE
NAS RELACOES FILOGENETICAS DO ANAMORFO Curvularia eragrostidis

(Henn.) J.A. Mey.
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Filogenia molecular do géneroCochliobolus Drechsler com énfase nas relacdes
filogenéticas do anamorfdCurvularia eragrostidis(Henn.) J.A. Mey.

. F. de Franca Camara, M.P.$.G. S. A. Lim&’

!Departamento de Agronomia, Universidade Feder&ataambuco, Recife, Pernambuco,
Brasil, 52171-900.
“Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade FedeealAthgoas, Rio Largo, Alagoas,

Brasil, 57100-000.

*Autor para correspondéncia: Gaus S. A. Lima

Email: gausandrade@yahoo.com.br
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Resumo

Para elucidar as relacdes filogenéticas das espéeiipolaris e Curvularia, incluindoC.
eragrostidis as quais apresentam teleomorfos classificadgg&neroCochliobolus foram
inferidas arvores de sequéncias nucleotidicaseta8es ITS e LSU rDNA e do geged

Os resultados sugerem que o gér@ochliobolusconsiste em dois clados, com diferencas
morfologicas nos conidios.C. eragrostidis estd no clado das espécies de
Bipolaris/Curvularia com conidios menores, mais proximo geneticameaté. clavata

C. brachysporaC. intermediae C. oryzae Os dois clados observados podem consistir em
duas linhagens, correspondendo a dois teleomoristintds, no entanto evidéncias
adicionais precisam ser compiladas para maioreslusiies taxondémicas sobre estes
taxons.

Palavras-chave: Pleosporaceae, ITS-rDNA, LSU-rDNA, gliceraldeido-3-fostato

desidrogenase

Introducao

Atualmente, sdo conhecidas mais de 30 espéciesawonaetoCochliobolus a
maioria saproéfita e presente em diferentes substragetais e no solo. Contudo, muitas
espécies sao fitopatogénicas, e causam manchaseflipodriddo de raizes e danos a
sementes. As espécies fitopatogénicas ocorrem piedntemente em monocotileddneas,
principalmente gramineas, como milhbe& maysL.), arroz Qryza sativalL.), cevada
(Hordeum vulgarel.), cana-de-agucarSa&ccharumspp.), trigo (riticum spp.) e aveia
(Avena satival.) (Sivanesan, 1987, Berbee et al.,, 1999; Lulgt2003). Entretanto,
algumas espécies podem causar doencas em dicogkesiécomdC. eragrostidis(Tsuda

& Ueyama) Sivan. (anamorfourvularia eragrostidig, agente causal da queima das folhas
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do inhame Dioscorea cayenensikam.), cultura de importancia econdémica-social em
vérias regifes da Africa, Asia e no Nordeste keasil(Santos, 2002).

O géneroCochliobolusé caracterizado por ascoma peritecial, unilocam um
corpo globoso e um “pescoco” ostiolar longo e dilico ou curto, marrom escuro a preto,
com pouco ou nenhum desenvolvimento estromaticaasgas sao cilindricas a clavadas,
bitunicadas, geralmente com oito ascosporos, que féiformes, multiseptados e
arranjados em espiral nas ascas. Anamdipslaris Shoemaker €urvularia Boedijn
possuem teleomorfosCochliobolus e apresentam caracteristicas morfologicas
semelhantes, diferindo na morfologia dos conidimstanho, nUmero de septos, curvatura
e presenca ou auséncia de uma célula despropdroemta aumentada (Sivanesan, 1987).

A identificacdo das espécies dentro desses géaalibiil devido a inconsisténcia
das caracteristicas morfologicas usadas para mitkglfio destas, como a morfologia dos
conidios que pode variar entre os isolados e cdadigulturais (Shimizu et al., 1988,
Hosokawa et al., 2003). Consequentemente, analsddogenia molecular apresentam
potencial para elucidar questdes taxondmicas eecsge. Berbee et al. (1999) analisaram
as relacdes filogenéticas de espécies de fungdandidia Pleosporaceae, com base em
sequéncias da regido do espaco interno transdit®),(5.8S do rDNA e do gene
gliceraldeido-3-fostato desidrogenaggpd) e observaram que os génef@schliobolus
PyrenophoraFr. (anamorfoDrechslera S. Ito) e SetosphaeriaK.J. Leonard & Suggs
(anamorfoExserohilumK.J. Leonard & Suggs) agrupavam em trés clados,gérero
Cochliobolusestava dividido em dois grupos monofiléticos. Bsibalho contribuiu para
melhorar o entendimento desse grupo de fungosnpdoéam analisadas apenas duas
regibes gendmicas e a reconstrucdo filogenética bfmseada apenas em méaxima

parcimonia.
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Nos ultimos anos, verificou-se avanco considerd@eelferramentas analiticas e
meétodos mais robustos de reconstrucdo filogenétboao a maxima verossimilhanca e a
inferéncia bayesiana (Felsenstein, 1981, Huelsénbec al., 2001). A maxima
verossimilhanca permite a inferéncia de arvoregydéihéticas usando complexos modelos
evolutivos, e leva em consideracdo todas as viasudacao possiveis e compativeis com
os dados (Whelan et al. 2001, Holder & Lewis 2003)nalise baseada em inferéncia
bayesiana tornou-se método muito usado em filoggoe permite analise rapida de
conjuntos de dados amplos, incorpora varios moddmsevolucdo de sequéncia, e
considera taxons com periodos de divergéncia amtigpmo os fungos, nos quais a
homoplasia € muito frequente. A analise bayesiandbém tem a vantagem de nao ser
restrita a uma unica melhor arvore (Padovan e2@05).

Métodos bayesianos tém sido utilizados para resotpgestdes taxondmico-
filogenéticas importantes relativas a fungos e Qmates de interesse fitopatoldgico,
principalmente nos géneros com complexos de espélificeis de serem delimitadas
morfologicamente, tais comdlternaria (Andrew et al., 2009)CeratocystigVan Wyk et
al., 2009, 2010)Fusarium(Scott & Chakraborty, 2006, Obanor et al., 2010#ento-
Ramirez et al., 2010Rhytophthora(Blair et al., 2008, Jung & Burgess, 2009, Junglet
2011),Phoma(Gruyter et al. 2009, 2010, Aveskamp et al. 20@4,02, Pythium(Moralejo
et al., 2008, McLeod et al., 2009, Bala, 2010).

O objetivo do presente estudo foi avaliar as reladdogenéticas de espécies do
géneroCochlioboluse isolados d€. eragrostidisdo nordeste do Brasil, através da andlise
de sequéncias de fungos da familia Pleosporaceasdo métodos de reconstrucao

filogenética baseados em algoritmos de maxima senibanca e Bayesianos.

Material e Métodos



87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

68

Obtencao dos isolados

Foram coletadas folhas com sintomas de queima eanee® de cultivo (Tabela 1)
de inhamep. cayenensisnas principais regides produtoras dos estadddadmas (Zona
da Mata), Pernambuco (Zona da Mata e Agreste) aillar(Zona da Mata). No
laboratorio, as folhas foram incubadas em camaraaimor 48 h para o posterior
isolamento direto, sob microscopio estereoscoplesta etapa, os conidios foram
transferidos para placas contendo meio de culiat@dodextrose agar (BDA) em placas de
Petri que foram mantidas a temperatura ambienteib@&e foi realizado isolamento
indireto, a partir de fragmentos da regido de tcdiosde tecido foliar sadio e lesionado, os
quais foram imersos em solucdo de alcool 70% deiradts e em seguida em hipoclorito
de sodio a 1,5% por 1 min para a desinfestacadragmentos foram lavados por duas
vezes consecutivas em agua destilada esterilizdog)( secos em papel filtro esterilizado
e transferidos para BDA em placas de Petri manadamperatura ambiente.

Foram selecionados 16 isolados para as analisgeffi€ticas com dados de ITS e

gpd e apenas um para a regido LSU do rDNA.

Extracdo de DNA dos isolados

Discos de micélio cultivados em BDA foram transfes para Erlenmeyers
contendo 30 mL do meio liquido sacarose-extrattededura-asparagina (Alfenas et al.,
1991). Apés oito dias, o micélio foi retirado excxesso de meio foi lavado com ADE e o
micélio foi armazenado a -86°C. Para a extracdmxapadamente 200 mg de micélio
foram transferidos para almofariz e refrigerade8&C por 5 min. Em seguida, o micélio
foi macerado e o DNA genbémico foi entdo extraidgugedo o protocolo CTABaationic

hexadecyl trimethyl ammonium bromidEerreira & Grattapaglia, 1998).
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Amplificacdo e sequenciamento da regiao ITS, LSU@PD

As sequéncias parciais da regido ITS, LSU e do gpddoram amplificadas via
PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores4€SITS5 (White et al., 1990) LROR e
LR7 (Vilgalys & Hester, 1990), e gpdl1 e gpd2, retpamente (Berbee et al., 1999).

As reacdes foram realizadas em volume total dal6@ontendo 6L de tampéo
10X (KCI 100 mM; Tris-HCI 100 mM pH 9,0; Triton-X%), 4,8uL de dNTPs 2,5 mM,
1,8 uL de MgCI2 50 mM, 3uL de cada oligonucleotideo &M, 1U da DNA Taq
Polimerase, luL de DNA (10 a 100 ng) e 4QL de agua ultrapura. As amplificacdes
foram feitas usando as seguintes condi¢cdes degeitlaum ciclo de desnaturacao inicial a
95°C por 5 min; 35 ciclos de amplificacdo (desrat@io a 94°C por 30 s; anelamento a
55°C por 1 min e 30 s e extenséo a 72°C por 1 mxtd¢nsao final a 72°C por 5 min para a
regido ITS e LSU e um ciclo de desnaturacéo iniai&4°C por 5 min; 35 ciclos de
amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 30 s; anelmma 57°C por 1 min e 30 s e
extensdo a 72°C por 1 min); extensao final a 72tGpnin, para gpd.

Os produtos foram analisados em gel de agaros®@ (p/v), apos eletroforese em
tamp&o TAE (Tris-Acido Acético, EDTA 0,5M pH 8,0)8D V por 1 h, corados com
brometo de etideo e visualizados sob luz ultrataolés amplificacbes de PCR ITS5pd
foram purificadas utilizando illustra GFX™ PCR DNd Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare). O sequenciamento foi realizado pelarddgen Inc. (Seul, Coréia do Sul)
diretamente dos produtos de PCR purificados. Asi&erjas geradas foram editadas e
alinhadas com auxilio do programa Bioedit 7.0.9l(H&99).

Sequéncias de outras espécies pertencentes aafdtébhsporaceae, geradas em
estudos anteriores e disponiveis no GenBank, famamidas nas andlises (Tabela 1). As

sequéncias foram alinhadas com o programa Musclgaft- 2004) disponivel no pacote
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computacional MEGA4 (Molecular Evolutionary Genst&nalysis) (Tamura et al., 2007).
Os alinhamentos foram manipulados manualmenteregi8es que ndo foram alinhadas
com seguranca foram excluidas da analise. Doisdogtde reconstrucdo filogenética
foram empregados: maxima verossimilhanca (ML) er&ricia Bayesiana (IB).

A anadlise de ML, realizadas apenas para Ifpa foram feitas no PAUP 4.0 b10
(Swofford, 2002) e as de IB no MrBayes versao BOnquist & Huelsenbeck, 2003). Os
modelos de substituicdo mais adequados para aamdli e 1B foram determinados pelo
Modeltest 3.7 (Posada e Crandall, 1998) e MrModelte 2.2 (Nylander 2004),
respectivamente. A confiabilidade das arvores de gdtadas foi avaliada por meio de
1000 repeticdes bootstrap. Na IB, cada corridaudérqg cadeias de Markov (MCMC) com
parametro heated de 0,1 e 5.000.000 geracdes. As arvores forawasah cada 100
geracoes, resultando em 50.000 arvores salva®ur@-in foi fixado em 1.250.000

geracoes, apos o qual os valores de probabilidadmffixados.

Resultados

Andlises dos dados de sequéncias e filogenia dai&egITS

O alinhamento das 16 sequéncias da regiao ITSsdtelbs obtidos neste trabalho
resultou em 547 pares de bases, sem variabilidatte elas. Através da analise de
BLAST, a sequéncia dos isolados do nordeste birasdpresentou alta similaridade com a
sequéncia d&. eragrostidisdepositada no GenBank (AF163077), com E-valueligua
0,0, confirmando a identificacdo molecular da eipéc

O conjunto de dados de ITS, para as analises filtgms, consistiu de 63 taxons
(Tabelal), com 588 nucleotideos alinhados, dossg@8B foram informativos para

parcimonia. Foi utilizado como grupo extefdboma sclerotioidesNa ML e 1B, o melhor
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modelo evolutivo selecionado foi GTR+I+G, seguinchitério de informacdo Akaike
(AIC), implementado pelo Modeltest e MrModeltest.

Dois clados foram formados com as espéciedehliobolusanalisadas nesse
trabalho, tanto nas arvores de ML quanto nas denBfopologias quase idénticas. Estes
grupos estao de acordo com os encontrados por &etlad. (1999). O primeiro grupo esta
suportado por 80% de bootstrap e 89% de probatididaposteriori (Figuras 1 e 2), e
inclui C. sativus C. carbonum C. victoriae e C. heterostrophys fitopatdogenos
economicamente importantes. As espécies encontragase grupo compreendem
anamorfos do génerBipolaris que possuem esporos curvados (levemente ao lomgo d
todo o esporo), fusiformes, compridos, variandé@até 250 um de comprimento.

Setosphaerige 0 segundo grupo deochliobolusformam um clado com 50% de
bootstrap e 76% de probabilidade a posteriGochliobolus homomorphurma um
grupo irmdo com as espécies@eachliobolusdo grupo 2, com 68% de bootstrap e 89% de
probabilidade a posteriori (Figuras 1 e 2). As em®encontradas neste grupo possuem
anamorfos dos géner@urvularia e Bipolaris, que apresentam conidios retos ou curvados,
mas nao ao longo de todo o esporo, e mais cur®®s|ao primeiro grupo, normalmente
menores que 80 um.

Os isolados d€. eragrostidis sequenciados neste estudo, foram posicionados no
segundo grupo deéochliobolus formando um clado Unico com os isolados @e
eragrostidis(HM053668) e deC. clavata(AF071336), altamente suportado com valores

de 87% ddootstrape 97% de probabilidadeposteriori

Andlises dos dados de sequéncias e filogenia doggpd



72

186 A amplificacéo e o alinhamento da sequéncia de irtgengpd resultou em 546
187 pares de bases, apresentando alta similaridade) (@&% a sequéncia de. eragrostidis
188 (HMO053657), com E-value igual a 0,0.

189 Sequéncias parciais dgpd dos 63 taxons estudados para a regido ITS foram
190 obtidas e analisadas. A matriz final do conjuntoddelos continha 648 nucleotideos
191 alinhados, dos quais 210 foram informativos parecipenia. Phoma sclerotioides
192 também foi utilizado como grupo externo. Na ML ¢ éBmelhor modelo foi TVM+I+G e
193 GTR+I+G, respectivamente, seguindo o AIC.

194 Na arvore gerada pela ML (Figura 3), o gén@azhliobolustambém foi dividido
195 em dois grupos, semelhante ao constatado parada @@, com topologias similares. E a
196 composicdo das espécies pertencentes a cada ugrugas também foi semelhante. No
197 entanto,Setosphaeriaaparece como grupo irmao do grupo 1, porém o cla foi
198 suportado estatisticamente.

199 Na inferéncia bayesiana, os dois gruposdehliobolusforam monofiléticos com
200 suporte de 100% de probabilidadeposteriori Setosphaerianovamente aparece como
201 grupo irmdo do grupo 1. As espéci€ochliobolus kusangiBipolaris indica C.

202 intermedius, Curvularia brachyspaor&. clavatae C. eragrostidis incluindo os isolados
203 de inhame do nordeste do Brasil, ndo agruparamosoisolados das espécies de nenhum
204 dos dois grupos.

205 Na analise de ML do gergpd assim como os resultados obtidos para o ITS, os
206 isolados deC. eragrostidis sequenciados neste estudo, foram posicionadasegundo
207 grupo deCochliobolus formando um clado Unico com os isoladosGleeragrostidis
208 (HMO053657) e de&C. clavata(AF081391), com suporte de 100%fmmotstrap O resultado
209 da inferéncia bayesiana mostrou que os isoladd@ratil também formam um clado com

210 suporte de 100% de probabilidade posteriori com estes mesmos isolados Ge
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eragrostidise C. clavata No entanto, este clado ndo estava relacionadoaeegundo

grupo deCochliobolus

Andlises dos dados de sequéncias e filogenia naiéegL.SU ou 28S daDNA

A amplificacdo e sequenciamento de parte da reg#ld do rDNA do isolado
2854 resultou em um fragmento de 1284 pares desbédsanalise de BLAST desta
sequéncia resulta em 100% de similaridade com pHs8s de bases do isolado @e
brachyspora(AF279380), com E-value igual a 0,0. Para est@é&oegendmica, a Unica
sequéncia disponivel da espéCieeragrostidisno genbank € a AF163983, cujo BLAST
com o isolado 2854 resulta no alinhamento de 67@spde base com 99% de similaridade,
diferindo apenas em duas bases.

Para a inferéncia Bayesiana, foi gerada uma main o alinhamento de
sequéncias de 19 taxons, resultando em 654 nuwdestisendo apenas 18 informativos
para parcimoniaLewia eurekafoi utilizado como grupo externo. Seguindo o Al&,
melhor modelo de substituicéo foi 0 GTR+I.

Na arvore gerada (Figura 5), o généPochliobolus aparece como um grupo
monofilético, incluindo a espécié&etosphaeria monoceraso clado. Podem ser
identificados trés subgrupos dentro do género.shgaeB. crustaceaB. papendorfii C.
heteropogonicola C. pallescense C. hawaiiensis formam um clado com 100% de
probabilidadea posteriori

As espécieL. sativuse C. heterostrophysrepresentantes do grupo 1, formaram
um clado conC. cynodontisC. nodulosu® C. heliconiag porém com baixo suporte (62%
de probabilidade posterior). Os anamorfos destas espécies B@olaris que possuem

conidios maiores e levemente curvados ao longodted conidio.
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Um terceiro subgrupo foi formado, com as espéCiesryzaeC. brachysporae C.
eragrostidis incluindo o isolado 2854 gerado neste estudo, soporte de 81% de
probabilidadea posteriori As espécies deste subgrupo possuem conidios oetos
levemente curvados, elipsdides a clavados, conp®see as células distais mais claras

que as células centrais.

Discussao

O conjunto de dados das trés regides gendmicéisatas neste estudo suportam a
divisdo do génerc&ochliobolusnos dois grandes grupos, observados por Berbaé et
(1999) e Dela Paz et al. (2006), com fortes evidé&nde representarem duas linhagens
evolutivas. Estas informacgfOes indicam que este rgémecessita de uma revisao
taxondmica, com base nas caracteristicas morfa@égianto dos anamorfos quanto dos
teleomorfos, em busca de caracteres confiaveisgpseparacao dos dois grupos.

A separacdo deBipolaris e Curvularia se baseia apenas na morfologia dos
conidios: retos ou curvos, numero de septos, hdtrggdo ou ndo, e presenca ou auséncia
de célula desproporcionalmente aumentada (Sivan&9&7).Porém, essa classificacao
pode ser artificial, visto que algumas espécieBidelaris e Curvularia possuem conidios
com caracteristicas intermediarias entre os dorerg8. Por exemploB. ellisii e B.
papendorfiipossuem conidios curvados com 3 a 5 septos Ewdmllaria-like, enquanto
que C. inaequalis apresenta conidios retos sem a conspicua célmeerdada, sendo
Bipolaris-like (Goh et al., 1998).

Com relagéo ao teleomorfo, Tsuda et al. (1977¢masam que algumas espécies
desenvolvem ascomas a partir de estromas columargslanos, que séo firmemente
aderidos ao substrato na base e com ascOsporosstdispmuitas vezes paralelos a

frouxamente enrolados dentro das ascas. Estes eautdesignaram o0 género
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261 Pseudocochliobolugpara incluir as espécidd. nisikadoiTsuda, Ueyama & NishihP.

262 lunatus (R.R. Nelson & F.A. Haasis) Tsuda, Ueyama & Nish®. geniculatus(R.R.
263 Nelson) Tsuda, Ueyama & NishihPe spicifer(R.R. Nelson) Tsuda, Ueyama & Nishih., e
264 diferencia-las do<ochliobolusque desenvolvem os pseudotécios sem estroma dasal
265 com os ascosporos arranjados fortemente em esg@eniso das ascas. PosteriormeRte,
266 australiensisTsuda & UeyamaR. hawaiiensigAlcorn) Tsuda & UeyaméR. verruculosus
267 Tsuda & UeyamapP. pallescensTsuda & UeyamaP. akaii Tsuda & Ueyama &°.
268 eragrostidis Tsuda & Ueyama (Tsuda & Ueyama, 1981, 1982, 19885) foram
269 adicionadas ao género.

270 No entanto, devem ser realizadas analises filogaséadicionais com as demais
271 espécies d€ochliobolus(Bipolaris e Curvularia) que produzem ou ndo o estroma para se
272 inferir se esta pode ser considerada caracteristipartante para distinguir estes dois
273 supostos géneros. Berbee et al. (1999) sugereapoese separem os teleomorfos dos dois
274 grupos deCochliobolus Bipolaris poderia se restringir as espécies do primeiro@uoue
275 apresentam conidios maiores, em forma de cancambavte curvado ao longo de toda a
276 extensao do esporo(irvulariaaquelas espécies do grupo 2.

277 Andlises filogenéticas com outras regides gendommagem contribuir ainda mais
278 para o conhecimento das relacbes filogenéticasaslestpécies, uma vez que para se
279 aumentar a precisdo de uma inferéncia filogendtare-se incluir mais sequéncias aos
280 dados ou aumentar o comprimento das sequéncigsdas (Whelan et al., 2001).

281 Algumas questdes sobre a sistematica deste groga edbntinuam incertas, como a
282 posicao taxonbmica do génesetosphaeriaNa analise da regido LSU, este género esta
283 dentro do clado deCochliobolus senso latu. Sivanesan (1987), em sua monografia,
284 reavaliou vinte espécies dExserohilum das quais sete foram relacionadas com

285 teleomorfos Setosphaeria Destas, poucas espécies possuem sequéncias de DNA
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disponiveis, sendo necessaria a geracdo de segsi@eioutras espécies para se tentar
elucidar a taxonomia e sistematica deste génegoabneste trabalho apareceu como um
clado Unico nas analises de IT§psl

As analises filogenéticas dos isolados@leeragrostidis procedentes do nordeste
do Brasil, suportam que estes formam um clado €onslavata e estdo proximos das
espéciexC. brachysporaC. intermediae C. oryzae Na monografia de Sivanesan (1987),
estas espécies apresentam morfologia de conidioellsantes, eC. eragrostidis se
diferencia das demais por apresentar conidios,retms o septo mediano mais espesso e
escuro. Tsuda & Ueyama (1985) relataram Queragrostidispode ser diferenciada @
brachysporae C. intermediapela morfologia dos conidios, e que cruzamentas co
isolados tipicos de cada espécie ndo resultou maaf@o de ascocarpos. No entanto,
cruzamentos de isoladdS. brachysporae C. intermediaforam férteis, sugerindo a
possivel identidade das duas espécies. Desta faaita) das analises de filogenia
molecular, pode-se também utilizar o conceito deimento reprodutivo sexual, utilizando
cruzamento entre isolados monosporicos, para &l das espécies, pois a hibridacéo
interespecifica é rara ou dificil no gén€rochiobolugHosokawa et al., 2003).

Trabalhos futuros visando resolver a correta degéo das espécies devem ser
realizados, utilizando diferentes isolados das nassespécies e dados de multiplos genes
heterogéneos, para se construir a arvore de esp&si@s arvores especificam as relacdes
ancestrais (topologia), os tempos de separacaegpssies ancestrais em duas espécies
(tempo de divergéncia), e a histéria do tamanhpafailacdo de cada espécie (Heled &

Drummond, 2009).
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Tabela 1: Lista de taxons utilizados neste estomim, seus isolados, nUmero de acesso no Genbapsitdate.
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Teleomorfo Anamorfo Isolado NUmero de acesso Depositante (Referéncia)
ITS GPD LSU
Teleomorfo desconhecido Alternaria alternata(Fr.) Keissl. | EGSimmons 34-016 AF071346 AF081400 - Berbee (Berbee et al.,
1999)
Teleomorfo desconhecido Bipolaris australisAlcorn Turgeon 77139 AF081448 AF081409 - Berbeerk@e et al.,
1999)
Teleomorfo desconhecido Bipolaris crustacedHenn.) NI* - - AF163977 Goh e Hyde (Nao
Alcorn publicado)
Teleomorfo desconhecido Bipolaris indica J.N. Rai, BRIP17439 AF081449 AF081406 - Berbee (Berbee gt al.
Wadhwani & J.P. Tewari 1999)
Teleomorfo desconhecido Bipolaris  papendorfii (Aa) NI - - AF163980 Goh e Hyde (Kodsueb et
Alcorn al., 2006)
Teleomorfo desconhecido Bipolaris zeaeSivan. Alcorn 8641a AF081452 AF081407 - Berbee (Berbed.et
1999)
Cochliobolus australiensis Bipolaris australiensigM.B. Alcorn 8320b AF081450 AF081408 - Berbee (Berbeal.et
(Tsuda & Ueyama) Alcorn Ellis) Tsuda & Ueyama 1999)
Cochliobolus carbonurR.R. Bipolaris zeicola(G.L. Stout) Leonard NI11243 AF071326 AF081382 - Berbee (Berlied. e
Nelson Shoemaker 1999)
Cochliobolus cymbopogonis | Curvularia cymbopogoni€C.W. Alcorn 88109-1 AF071351 AF081403 - Berbee (Berltesd.e
J.A. Hall & Sivan. Dodge) J.W. Groves & Skolko 1999)
Cochliobolus cynodontisR.R. | Bipolaris cynodontis NI - - AF163982 Goh e Hyde (Kodsueb et
Nelson (Marignoni) Shoemaker al., 2006)
Cochliobolus dactyloctenii Bipolaris dactylocteniAlcorn Alcorn 7938-9 AF071322 AF081376 - Berbee (Berbes.et
Alcorn 1999)
Cochliobolus eleusinesicorn | Bipolaris eleusineglcorn & Alcorn 8749c AF081451 AF081405 - Berbee (Berbeal.et
R.G. Shivas 1999)
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Teleomorfo Anamorfo Isolado Numero de acesso Depositante (Referéncia)
ITS GPD LSU
Cochliobolus ellisiiAlcorn Bipolaris ellisii (Danquah) Alcorn 81154-1 AF071323 AF081377 - Berbee (Berbéeal.,
Alcorn 1999)
Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis Z2GZ990780 HM053668 HM053657 - Wang, Zhang e Tsuitbo
(Tsuda & Ueyama) Sivan. (N&o publica do)
Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis NI - - AF163983 Goh e Hyde (Nao
publicado)
Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2479 * o
Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2485 * o o
Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2499 * o
Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2507 * o
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 * o
Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2630 * **
Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2639 * o
Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2855 * o
Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2870 * **
Cochliobolus eragrostidis Curvularia eragrostidis 2888 * **
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Teleomorfo Anamorfo Isolado NUmero de acesso Depositante (Referéncia)
ITS GPD LSU

Cochliobolus hawaiiensis Bipolaris hawaiiensigM.B. Alcorn 7612(b)-6 AF071324 AF081378 - Berbee (Berbkal.,

Alcorn Ellis) J.Y. Uchida & Aragaki 1999)

Cochliobolus hawaiiensis Bipolaris hawaiiensis NI - - AF163979 Goh e Hyde (Kodsueb et
al., 2006)

Cochliobolus heliconia@lcorn | Bipolaris heliconiaeAlcorn NI - - AF163978 Goh e Hyde (Néo
publicado)

Cochliobolus heterostrophus | Bipolaris maydigY. Nisik. & C. C4 EF452445 EF513207 - Andrie, Schoch, Hedges

(Drechsler) Drechsler Miyake) Shoemaker Spatafora e Ciuffett
(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 | Bipolaris homomorphé#Luttr. & ATCC 13409 EF452446 EF513208 - Andrie, Schoch, dedg

Luttr. & Rogerson Rogerson) Subram. ex Alcorn Spatafora e Ciuffett
(Andrie et al., 2008)

Cochliobolus intermediuR.R. | Curvularia intermediaBoedijn Alcorn 8797-1 AF071327 AF081383 - Berbee (Berbea.et

Nelson 1999)

Cochliobolus kusand(Y. Bipolaris kusano(Y. Nisik.) Tsuda Ck2 AF071352 AF081404 - Berbee (Berbee et al

Nisik.) Drechsler ex Dastur Shoemaker 1999)

Cochliobolus lunatuf.R. Curvularia lunata(Wakker) UAMH 1349 AF071339 AF081394 - Berbee (Berbee et al.

Nelson & F.A. Haasis Boedijn 1999)

Cochliobolus luttrelliiAlcorn Bipolaris luttrellii Alcorn Alcorn 14643-1 AF071350 AF081402 - Berbee (Berkesd.e
1999)

Cochliobolus melinidiglcorn | Bipolaris melinidisAlcorn Alcorn 8795-6 AF071319 AF081373 - Berbee (Berhtes.e

1999)
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Teleomorfo Anamorfo Isolado NUmero de acesso Depositante (Referéncia)
ITS GPD LSU
Cochliobolus nisikadd{Tsuda, | Bipolaris coicis(Y. Nisik.) CBS 192.29 AF081447 AF081410 - Berbee (Berbeé,et a
Ueyama & Nishih.) Alcorn Shoemaker 1999)
Cochliobolus nodulosusuttr. Bipolaris nodulosgBerk. & ICMP10306 - - AY849940 Kodsueb, Jeewon e Hydg
M.A. Curtis) Shoemaker (Kordsueb et al., 2006)
Cochliobolus pallescen@suda | Curvularia pallescen8oedijn ICMP11023 - - AY849941 Kodsueb, Jeewon e Hydg
& Ueyama) Sivan. 1933 (Kordsueb et al., 2006)
Cochliobolus peregianensis Bipolaris peregianensiélcorn Alcorn 7656-3 AF071328 AF081384 - Berbee (Berbea.et
Alcorn 1999)
Cochliobolus perotidiglcorn Bipolaris perotidisAlcorn Alcorn 7846-2 AF071320 AF081374 - Berbee (Berbes.et
1999)
Cochliobolus raveneliflcorn Bipolaris ravenelii(M.A. Curtis) Alcorn 7979-6 AF071321 AF081375 - Berbee (Berbea.et
Shoemaker 1999)
Cochliobolus sativués. Ito & Bipolaris sorokiniangSacc.) AFTOL-ID 271 - - DQ678045 Schoch (Zhang et al., 20
Kurib.) Drechsler ex Dastur Shoemaker
Cochliobolus sativus Bipolaris sorokiniana Tinline A20 AF071329 AF081385 - Berbee (Berbeelet a
1999)
Cochliobolus verruculosus Curvularia verruculosal andon MAFF 235540 AF071333 AF081388 - Berbee (Berbed.gt a
(Tsuda & Ueyama) Sivan. & Bilgrami ex M.B. Ellis 1999)
Cochliobolus verruculosus Curvularia verruculosa ZTY98400 HMO053661 HM053648 - Wang, Zhang e Tsuglio
(Nao publicado)
Cochliobolus victoriadr.R. Bipolaris victoriae(F. Meehan Macko HV033 AF071331 AF081386 - Berbee (Berbed.et a
Nelson & H.C. Murphy) Shoemaker 1999)
Teleomorfo desconhecido Curvularia affinisBoedijn DAOM 46365 AF071335 AF081390 - Berbee (Berbee ¢t al
1999)
Teleomorfo desconhecido Curvularia brachyspor&oedijn ZW020185 HMO053667 HMO053655 - Wang, Zhang e TsuHibo
(Nao publicado)
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Teleomorfo Anamorfo Isolado NUmero de acesso Depositante (Referéncia)
ITS GPD LSU
Teleomorfo desconhecido Curvularia brachyspora&oedijn ZW020644 HMO053666 HM053654 - Wang, Zhang e TsuHibo
(N&o publicado)
Teleomorfo desconhecido Curvularia brachyspor&oedijn NI - - AF279380 Lutzoni e Reeb (Kodsueb
et al., 2006)
Teleomorfo desconhecido Curvularia clavata DAOM 148084 AF071336 AF081391 - Berbee (Berbed.et a
1999)
Teleomorfo desconhecido Curvularia inaequaligShear) ZM020029 HMO053665 HM053653 - Wang, Zhang e Tsukilbo
Boedijn (Nao publicado)
Teleomorfo desconhecido Curvularia gladioliBoerema & DAOM 164725 AF071337 AF081392 - Berbee (Berbed.et a
Hamers 1999)
Teleomorfo desconhecido Curvularia gudauskasivlorgan- DAOM 165085 AF071338 AF081393 - Berbee (Berbed.et a
Jones & Karr 1999)
Lewia eurekeE.G. Simmons Embellisia eurekdE.G. AFTOL-ID 267 - - DQ678044 Schoch (Zhang et al., 20
Simmons) E.G. Simmons
Teleomorfo desconhecido Phoma sclerotioideBreuss ex SK 7-12 HM589500 HM158042 - Wunsch e Bergstroma(l
Sacc. publicado)
Pleospora herbarurR. Karst. | Stemphylium herbarui.G. CBS 191.86 - - AF382386 Jeewon, Liew, Hodgkiss
Simmons Hyde (Kodsueb et al.,
2006)
Pleospora tardeE.G. Simmons| Stemphylium botryosukivallr. EGSimmons 08-069 AF071345 AF081399 - Berbee (Beebeé,
1999)
Pleospora alfalfade.G. Stemphylium alfalfa&.G. EGSimmons 36-084 AF071343 AF081397 - Berbee (Beebeé,
Simmons Simmons 1999)
Pyrenophora avena$. Ito & Drechslera avenaéEidam) 94-1b EF452453 EF513215 - Andrie, Schoch, Hedge
Kurib Scharif Spatafora e Ciuffett
(Andrie et al., 2008)
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Teleomorfo Anamorfo Isolado NUmero de acesso Depositante (Referéncia)
ITS GPD LSU

Pyrenophora chaetomioides | Drechslera avenace@.A. DAOM 208989 AF081445 AF081371 - Berbee (Berbed.et a

(M.A. Curtis ex Cooke) Curtis ex Cooke) Shoemaker 1999)

Shoemaker

Pyrenophora japonic&. Ito & | Drechslera japonicdS. Ito & DAOM 169286 AF071347 AF081369 - Berbee (Berbed.et a

Kurib. Kurib.) Shoemaker 1999)

Pyrenophora seminiperda Drechslera verticillata(O'Gara) ICMP6169 - - AY849961 Kodsueb, Jeewon e Hyde

(Brittleb. & D.B. Adam) Shoemaker (Kodsueb et al., 2006)

Shoemaker

Pyrenophora tritici-repentis Drechslera tritici-repentis DAOM 208990 AF071348 AF081370 - Berbee (Berbeal.et

(Died.) Drechsler (Died.) Shoemaker 1999)

Pyrenophora tritici-repentis Drechslera tritici-repentis DAOM 197047 - - DQ384097 Kruys, Eriksson e Wedin
(Kruys et al., 2006)

Setosphaeria minoklcorn Anamorfo desconhecido ATCC 62323 AF071341 AF081396 - Berbee (Berbee.get al
1999)

Setosphaeria monoceradécorn | Exserohilum monoceras DAOM 208988 AF071340 AF081395 - Berbee (Berbed.et a

(Drechsler) K.J.Leonard & 1999)
Suggs

Setosphaeria monoceras Exserohilum monoceras NI - - AY016368 Lumbsch e Lindemuth
(Lumbsch & Lindemuth,
2001)

Setosphaeria rostrat&.J. Anamorfo desconhecido ATCC 32197 AF071342 AF081379 - Berbee (Berbee et al.,

Leonard 1999)

*N| = Nao informado.

** Sequéncias a serem depositadas no genbank.
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Figura 1: Arvore de méaxima verossimilhanca gerama a regido ITS de 63 taxons. Os
nameros acima dos nos correspondem aos valotesodgtrapobtido em 1000 réplicas.
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Figura 2: Arvore consenso obtida pela anélise Bagascom dados de sequéncias da

regido ITS de 63 taxons. Os numeros acima dos agespondem aos valores de

probabilidades aosteriori
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Figura 3: Arvore de méaxima verossimilhanca geraoka @arte do gene gpd de 63
taxons. Os numeros acima dos nés correspondematmey debootstrapobtido em

1000 réplicas.
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Figura 4: Arvore consenso obtida pela analise Bagascom dados de sequéncias do

genegpd de 63 taxons. Os numeros acima dos nés correspoads valores de

probabilidades aosteriori
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Figura 5: Arvore consenso obtida pela analise Bagascom dados de sequéncias da
regido LSU de 19 taxons. Os numeros acima dos adgsspondem aos valores de

probabilidades aosteriori
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CONCLUSOES GERAIS

% A populacao de€urvularia eragrostidigpatogénicas ao inhame, nos Estados de
Alagoas, Pernambuco e Paraiba, é caracterizad®ai@ka diversidade genética,
fluxo de individuos entre as areas de cultivo esgwel auséncia de reproducao

sexuada, podendo ser classificada como de risdateamintermediario.

% Curvularia eragrostidisesta mais proxima filogeneticamente @eclavata C.
brachyspora C. intermediae C. oryzae pertencendo ao grupo correspondente

as espeécies do antigo génseudocochliobolus

s As analises filogenéticas suportam evidéncias deisa do género
Cochliobolusem dois grandes grupos referentes a duas linhayehgivas.

% E necesséario obter sequéncias adicionais de maécies deBipolaris,
Curvularia e Exserohilumpara se tentar elucidar a taxonomia e sistematica

destes géneros, com a separacao e validacao dostefos.



