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Patogenicidade a cebola (Allium cepa L) e analise da diversidade genética de isolados
de Colletotrichum gloeosporioides do Estado de Pernambuco, Brasil, por RAPD ¢
regido ITS do rDNA.

MEIRIANA XAVIER VILA NOVA

RESUMO

A antracnose foliar ou mal-das-sete-voltas  na cebola, causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides, destaca-se como uma das principais doengas em locais
de producao da cebola no estado de Pernambuco. O presente trabalho objetivou estudar
a patogenicidade na cebola de isolados de C. gloeosporioides e analisar a variabilidade
genética pelo uso dos marcadores moleculares RAPD e a regido ITS do rDNA. No
trabalho foram utilizados 11 isolados do fungo, obtidos de diferentes substratos e
hospedeiros e 5 isolados obtidos de cebola de diferentes regides de Pernambuco e um
do Amazonas. O teste de patogenicidade foi realizado em mudas e bulbos da cebola Os

isolados mais agressivos foram quatro provenientes de cebola nos dois testes. Nas



analises de RAPD foram utilizados sete primers de seqiiéncias arbitrarias. Os produtos
de amplificagdo foram separados em gel de agarose a 1,4%. e mostraram bandas
polimoérficas que permitiram avaliar a distancia genética entre os 15 isolados. Estes
foram classificados em quatro grupos distintos. Os produtos de amplificagdo dos 16cus
ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA com primer ITS1 e ITS4 também apresentaram polimorfismo
e foram digeridos com trés enzimas de restri¢ao, Dra I, Hae Il e Msp 1. Apenas as duas
ultimas foram eficientes em mostrar variagdes genéticas entre os isolados. Os dois
marcadores utilizados foram capazes de diferenciar o isolado do Amazonas dos demais
de Pernambuco. Os resultados obtidos com os marcadores moleculares ndo mostraram

relacdo com o grau de patogenicidade dos mesmos a cebola..

Pathogenicity to amion (allium cepa L) and analysis of grnrtic diversity, by rapd its
from the rdna, of straim of Colletotrichum gloeosporioides from the state of

Pernambuco, Brasil

MEIRIANA XAVIER VILA NOVA

ABSTRACT

The leal anthracnose or evil-give-seven-turns of onion, caused by
Colletotrichum gloeosporioides stands out as one of the main diseases in areas of
production of the onion in the State of Pernambuco. This holated from amion work
aimed to study the pathogenicity of C. gloeosporioides and to analyze the genetic
variability through RAPD and the region ITS of the rDNA. Sixteen stram were used
11from different substrata and hosts and 5 from lesion C. gloeosporioides isolated of

onions of different regions of Pernambuco and one from Amazonas. The pathogenicity



test was accomplished in seedlings and bulbilhos of the onion. Four strain esolated from
onion, were from most aggresivein both test. In the analyses of RAPD seven primers of
arbitray sequences were used. The amplification products were separate in agarose gel
to 1,4% and showed polymorphics bands that allowed to evaluate the genetic distance
among the 15 strais. Which were classified in four groups. The products of
amplification of the loci ITS1-5. 8 S-ITS2 of the rDNA with the primers ITS1 and ITS4
also presented polymorphism and were digested with three restriction enzymes Dra 1,
Hae III and Msp I. The last two just showed genetic variations among the isolated ones.
Only the last two were udeful differentiate the strain from Amazonas from those al
Pernambuco. The results obtained with the molecular markers they didn't show

relationship with the pathogenicity degree of the strains onion.

Key words: RAPD; rDNA; Colletotichum gloeosporioides; Allium cepa L
Palavra-chave: RAPD; rDNA; Colletotichum gloeosporioides; Allium cepa L

1. INTRODUCAO

A cebola cultivada (Allium cepa L), pertencente a familia Alliaceac (CARDOSO &
COSTA,1999), é uma monocotiledonia, herbacea com caule subterranco bulboso
(JOLY, 1998). No Brasil, a producao em 1999 foi de 988.658 toneladas, destacando-se
as regides Nordeste, Sul e Sudeste como maiores produtores no pais. No estado de
Pernambuco, os municipios de Petrolina, Petrolandia e Jatoba (IBGE, 1999) apresentam
expressiva produgao.

Doengas causadas por virus, bactérias e fungos tém sido relatadas em todos os
paises produtores de cebola, podendo reduzir a produtividade e a qualidade das
sementes e do bulbo (NUNES & KIMATI, 1997).

A antracnose foliar ou mal-das-sete-voltas, ¢ uma enfermidade que causa sérios
problemas na cultura da cebola em Pernambuco ¢ em outras regides do pais
(MARANHAO et al., 1997). No Brasil, o agente causador da antracnose na cebola é o

fungo Colletotrichum gloeosporioides que exibe consideraveis variagdes morfologicas e



patogénicas, pouco sendo conhecido sobre bases genéticas e suas variagdes
intraespecificas (ASSUNCAO, 1997).

Viarias técnicas moleculares sao utilizadas nos estudos de fungos fitopatogénicos. A
reagdo de polimerase em cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction) ¢ uma importante
técnica molecular de estudo genético em diversos organismos. Esta técnica de simples
execugdo, requer quantidades minimas de DNA (FUNGARO, 2000). A técnica de
DNA polimorfico amplificado ao acaso (RAPD — Random Amplified Polymorphic
DNA) surgiu posteriormente como importante ferramenta baseada em PCR para estudar
a diversidade genética de bactérias, plantas, animais e fungos (FERREIRA &
GATTAPAGLIA, 1996). A técnica de PCR pode também ser aplicada para analisar
regides do espaco transcrito interno do DNA ribossomal (ITS-Internal Transcribed
Spacer) possibilitando comparacdes de diferentes géneros e espécies (FUNGARO,
2000).

O presente trabalho apresenta como objetivos a avaliacdo da variabilidade genética
de isolados de C. gloeosporioides, coletados em diferentes locais do Estado de
Pernambuco, pela utilizagdo de marcadores moleculares e a investigacdo do
relacionamento entre os perfis moleculares obtidos e o grau de patogenicidade destes

1solados a cebola.

2 REVISAO LITERARIA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O HOSPEDEIRO

A cebola ¢ originaria das regides montanhosas do Iran e Paquistdo, havendo citagdes
de que chineses, indianos e egipcios a consumiam ha 4000 anos. Provavelmente o
centro de origem da espécie tenha sido o Egito ( FONTES, 1998).

A producao mundial de cebola de 1990 a 1995, segundo a FAO, foi de 27 a 32,5
milhdes de toneladas/ano, variando conforme a area de cultivo. Os maiores produtores
mundiais sio China, india, Estados Unidos, Turquia, Japao, Iraque, Paquistdo, Russia,
Espanha e Brasil, que respondem por mais de 67% da oferta mundial. A cultura no
Brasil ¢ plantada comercialmente desde a regido Sul até Nordeste. Nesta distribui¢ao
geografica destacam-se como grandes produtores: Santa Catarina, Rio Grande do Sul,
Sao Paulo, Parana e Pernambuco (DEBARBA et al., 1998). No Nordeste brasileiro ¢
produzida no Vale de Sao Francisco, onde o cultivo ¢ realizado durante todo o ano,

gerando empregos diretos e indiretos (ASSUNCAO et al., 1999). Esta hortalica atua



eficazmente como bactericida e antiinflamatério, possuindo na sua composi¢do a
vitamina K (naftoquinona), além de célcio, ferro, iodo e flior (COSTA, 1996).
Segundo Assuncgdo et al. (1997), inimeras doengas flingicas atacam as plantas da
familia Aliaceae, principalmente a cebola. Algumas dessas doengas sdo fatores
limitantes da producdo, ocasionando perdas significativas em todas as regides
produtoras do Brasil. Dentre estas a antracnose foliar ou mal-das-sete-voltas, causada
pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, é uma das principais, causando perdas de
100% nos campos de producdo. Zambolim & Jaccoud Filho (2000) relatam que a
infeccdo ocorre desde a fase de sementeira até o armazenamento, quando provoca
podridao dos bulbos, manifestando-se de varias formas, freqlientemente em proporgdes
epidémicas alarmantes. De acordo com Fontes (1998), as cultivares Vale Ouro IPA-11 e
Belém IPA-9 sdo bastante resistentes, enquanto a cultivar Texas Grano 502 ¢ a mais

susceptivel ao C. gloeosporioides.

2.2 AGENTE ETIOLOGICO
Colletotrichum gloeosporioides (Penz) penz & Sacc. ¢ um anamorfo, da classe
Coclomycetes, ordem Melaconiales, familia Melanconiaceae; género Colletotrichum;
espécie C. gloeosporioides, com base em Kendrick (1992).

C. gloeosporioides ¢ conhecido como agente causal de doengas comumente
chamadas de antracnoses, com ampla gama de plantas hospedeiras ocorrendo em frutos,
caules e folhas (MUNIZ et al., 1998). E cosmopolita e tem numerosos hospedeiros,
proliferando em condigdes de alta temperatura e umidade, especialmente quando
ocorrem chuvas freqilientes, sendo bem conhecidas pelos danos causados em fruteiras
como o cacaueiro (Theobroma cacao L), abacateiro (Persea amaricana Mill.),
mamoeiro (Carica papaya L.) e mangueira (Mangifera indica L.) (ANDRADE &
DUCROQUET,1998).

Na cebola, a doenca ¢ chamada de antracnose foliar ou mal-das-sete-voltas, ocorre
desde a fase de canteiro até a colheita e armazenamento dos bulbos. Em outros paises,
como a Nigéria, recebe o nome de Twister, e causando perdas de produgdo da ordem

da 50-100%. O nome mal-das-sete-voltas costumava ser empregado para outras



enfermidades como a podridao basal, causada pelo fungo Fusarium oxysporium f. sp.
cepae, atualmente, a denominagdo tem sido quase que exclusivamente utilizada como
referéncia a antracnose foliar, que foi favorecida com descri¢cdo do agente causal desta
doenga como sendo C. goeosporioides f.sp. cepae (NUNES & KIMATI, 1997).

Zambolim & Jaccoud Filho (2000) relatam que a doenga ocorre em quase todas as
regides produtoras de cebola no Brasil, desde o Nordeste, Sudeste e o Sul. Trata-se de
uma das doengas mais importantes nos municipios de Belém de Sao Francisco e Santa
Maria da Boa Vista, em Pernambuco, e Juazeiro, Sobradinho ¢ Casa Nova, na Bahia,
causando perdas de 100% nos campos de produgao.

Nunes & Kimati (1997) relatam que o agente causador desta doenga foi identificado
inicialmente como sendo C. chordanianum Nolla que, segundo Arx ¢ sinonimia de C.
gloeosporioides. Em 1979, apos ter sido demonstrado na ESALQ, que Piracicaba, o
fungo que infectava a cebola tinha especificidade de hospedeiro, ndo sendo o que ocorre
em outras espécies de plantas, foi sugerido o nome C. gloeosporioides (Sensu
Arx,1957) f.sp. cepae para se referir aos isolados patogénicos a cebola. Esta tem sido a
denominagdo aceita em nosso pais até os dias atuais. Em outros paises onde ocorre,
causando a doenga denominada twister, o fungo é denominado C. gloeosporioides, sem
referéncia a forma especial, mas sim ao teliomorfo Glomerella cingulata.

C. gloeosporioides é um fungo mitospdrico que produz conidios hialinos e
unicelulares. Na cebola, as lesdes causadas por esse fungo sao alongadas, deprimidas e
de coloragdo parda, notando-se pontuagdes pretas no centro, dispostas em anéis
concéntricos. Quando provoca lesdo nos bulbos, manifesta-se de varias formas,
freqlientemente em proporg¢des alarmantes (ZAMBOLIM & JACCOUD FILHO, 2000)
(Figura 1A e AB). Cardoso & Costa (1999) comentam que bulbos de cebola podem vir
a ser veiculos de disseminagdo de doengas, principalmente o “mal-das-sete-voltas” (C.
gloeosporioides f.sp.cepae) e “raiz rosada” (Pyrenochaeta terrestris), da area onde séo
produzidos para o local do seu plantio, por isso a sua producdo em condigdes isentas de

patogeno ¢ fundamental.



Figura 1. Sintomas induzidos por  Colletotrichum gloeosoporioides
cm
A = folhas ¢ B= Bulbos.

Assungao et al. (1999) estudaram a reagdo de cultivares de cebola a isolados de C.
gloeosporioides provenientes de diferentes regides produtoras de cebola no Submédio
Sao Francisco e verificaram que nao foi possivel diferenciar os isolados de C.
gloeosporioides em espécie, uma vez que ndo se observou interagdo diferencial
significante entre isolados e cultivares.

Além da cebola, C. gloeosporioides ¢ patogénico ao cajueiro (Anacardium
occidentale), sendo a doenga mais importante da cultura, podendo ocorrer em qualquer
fase de desenvolvimento da planta. No Nordeste, a doenga encontra-se disseminada em
todas as areas de cultivo de cajueiro, sendo bastante severa em épocas mais umidas e
temperatura amenas, ao redor de 25°C (MENEZES, 1997).

Muniz et al. (1998) verificaram a patogenicidade de um isolado de C.
gloeosporioides  obtido do cajueiro a algumas plantas frutiferas, e ainda a
patogenicidade de C. gloeosporioides isolados de diferentes plantas frutiferas, ao
cajueiro. Os isolados do cajueiro foram patogénicos apenas aos frutos de acerola (Citrus
spp) e manga (Mangifera indica L), enquanto os isolados do abacate (Persea
americana), mangaba (Hancornia speciosa) e maracuja (Passiflora spp) foram
patogénicos ao cajueiro(Anacardium ocidentalis).

No abacateiro, o fungo afeta principalmente os frutos, sendo possivel encontra-lo em

folhas, frutos e flores (PICCININ & PASCHOLAT, 1997). Provoca também a lesdo



floral dos citrus, afetando principalmente flores e frutos recém-formados
(FEICHTEBERGE et al.,1997). O comportamento de nove isolados de C. acutatum e
de trés de C. gloeosporioides foram estudados por Goes & Kimati (1997), que
inocularam em flores de laranja péra (Citrus spp), sob condi¢des de casa de vegetagdo, ¢
verificaram patogenicidade de todos os isolados de C. acutatum e de dois dos trés
isolados de C. gloeosporioides

No mamoeiro, ¢ considerada a principal doenca pds-colheita, provocando lesdes
circulares, deprimidas, com margem marrom-clara, produzindo na porcao central
massas de esporos de cor laranja (REZENDE & FACELLI, 1997). No maracujazeiro, a
antracnose ¢ encontrada em todas as regides produtoras no Brasil. As doencgas causadas
por C. gloeosporioides tém grande importancia pelo ataque a parte aérea das plantas
em qualquer idade, sendo dificil o controle devido as condi¢des climaticas favoraveis
(PIO-RIBEIRO & MARIANO, 1997).

Alguns estudos sobre a variagdo na patogenicidade do C. gloeosporioides t€ém sido
realizados. Mitidieri (1973) relatou que este fungo isolado da alfavaca (Medicago
sativa ) causou sintomas de podriddo em frutos do meldo (Cucumis melo) e do tomate
(Lycoperiscon esculentum.), mac¢a (Malu sp), pimentao (Capsicum annuum), laranja
(Citrus spp), além do seu hospedeiro de origem. Café & Filho (1986) constatou que C.
gloeosporioides oriundo de umbelas de cenoura (Daucus carota) foi capaz de infectar
plantas e frutos maduros do tomateiro e pimentdo, além da umbela e plantulas de
cenoura. Todavia a ocorréncia da doenga esta relacionada as condi¢des climaticas
locais, tipo de solo, cultivares plantadas e, principalmente, condi¢cdes sanitarias sob as
quais a cultura ¢é conduzida. As principais medidas de controle da antracnose foliar na
cebola sdo: rotacdo de cultura; eliminacdo dos restos de cultivo para reduzir a
quantidade inicial de inoculo; uso de sementes sadias ou tratadas; bulbilhos tratados;
adubacdo balanceada sem excesso de nitrogénio (ASSUNCAO, 1997); secagem rapida
dos bulbos apoés a colheita; armazenamento em locais arejados e ventilados; aplicagdo

de fungicidas sistémicos (ZAMBOLIM & JACCOUD FILHO, 2000), entre outras.

2.3 FERRAMENTAS MOLECULARES NO ESTUDO DA DIVERSIDADE
GENETICA DE Colletotrichum gloeosporioides.

A identificagdo e caracterizagdo dos fungos sdo os primeiros passos para seu estudo.
Tradicionalmente a identificagdo ¢ baseada em caracteristicas morfoldgicas, entretanto

esta leva a controvérsias quanto a identificacdo de diversas espécies, além de ndo ser



suficientemente acurada para separar individuos ao nivel subespecifico. Técnicas
moleculares sdo ferramentas poderosas e tém sido de grande utilidade como auxilio na
taxonomia e na caracterizacao de fungos (LEA-BETIOL, 1998). Dessa forma, a técnica
da reac@o de polimerase em cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction) foi concebida
por Kary Mullis em meados da década de 80. A facilidade, rapidez, versatilidade e
sensibilidade da PCR a torna particularmente poderosa para estudos genéticos
moleculares envolvendo grande numero de individuos de qualquer organismo vivo
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). A PCR revolucionou varias areas da
biologia, incluindo a sistemdtica e a caracterizacdo de linhagens, possibilitando a
obteng¢do de respostas previamente nao possiveis. Pode ser utilizada para a amplificagdo
de genes especificos, assim como para a amplificacio de segmentos andnimos do
genoma. Métodos baseados na PCR ja foram utilizados na micologia, € novos métodos
recém descritos tém potencial para auxiliar ainda mais os estudos de taxonomia e
genética de populacdo de fungos (LEA-BERTIOL, 1998).

Uma fita de DNA ¢ usada como molde para a sintese de novas cadeias
complementares, sob a acdo da enzima polimerase dependente de DNA, capaz de
adicionar os nucleotideos presentes na reagdo. A DNA polimerase requer, entretanto,
um ponto de inicio ligado a fita molde que servird de apoio para que os nucleotideos
subseqiientes sejam adicionados. Esse ponto de inicio da sintese é fornecido por um
oligonucleotideo que se hibridiza a fita molde e é denominado de primer. Dessa forma,
a regido do DNA gendmico a ser sintetizada ¢ definida pelos primers, que se anelam
especificamente as suas seqiiéncias complementares na fita molde, delimitando o
fragmento do DNA que se deseja amplificar (FARAH, 2000). A PCR ¢ um método
importante para diagnostico de fungos. Existem varios exemplos de testes baseados em
PCR desenvolvidos para detectar fungos em plantas e alimentos em patologia
humana. Pode ser utilizada para detectar grupos de linhagens, espécies ou taxa
superiores (FUNGARO, 2000).

Ferreira & Grattapaglia (1998) relatam que um método bastante Util, derivado da
PCR, ¢ a técnica de RAPD que envolve amplificacdo simultanea de vérios locis
anonimos no genoma, utilizando primers de seqiiéncia arbitraria. A técnica de RAPD
permite avaliar a diversidade genética entre isolados de uma espécie, bem como,
determinar a especificidade ao hospedeiro dentro da mesma espécie (ASSUNCAO,
1997). Essa técnica foi utilizada por Barbosa (2001) que comparou perfis de RAPD de
isolados de C. graminicola do sorgo e do milho de diferentes regides do Brasil, e

constatou que nao havia relagdo entre agrupamento genético e distribuicdo geografica.



Por outro lado, Swart (1999) analisou isolados de C. gloeosporioides de abacate,
manga e citrus por RAPD, e distinguiu os isolados de acordo com os hospedeiros.
Constatou que houve relagdo entre o grau de agressividade dos isolados com o
resultado do RAPD. O autor verificou que os primers OPA02, OPC08 ¢ OPB14
possibilitaram a distingdo entre os isolados da manga e citrus, mas o OPBI12 foi o que
permitiu a distingao dos isolados de citrus dos demais. Também relatou que os perfis
dos isolados de manga e abacate foram semelhantes. Com a mesma finalidade
Assungao (1997) estudou a diversidade genética de seis isolados do C. gloeosporioides
da cebola, procedentes de Juazeiro-BA, pela técnica RAPD, e verificou a formacao de
tré€s grupos distintos, sendo que o isolado menos agressivo formou um grupo isolado
dos demais.

Silva-Mann et al. (2002) utilizaram o RAPD para verificar a variabilidade genética
de isolados de C. gossypii e C. gossypii var. cephaelosporioides ¢ o valor de
similaridade foi 51,7%, confirmando a potencialidade da técnica para diferenciar as
espécies.

Assis  (2001) visou obter informagdes sobre a variabilidade genética de seis
linhagens de C. gloeosporioides isolados da manga rosa ¢ manga espada, adquiridas em
diferentes locais da cidade de Recife-PE por meio de RAPD, e verificou que houve um
alto grau de homologia entre as seis linhagens pela presenga de bandas de DNA em
comum, constatando que duas linhagens obtidas de variedades diferentes eram
geneticamente mais proximas que as demais.

A PCR também pode ser utilizada para a andlise da regido ITS. Os genes sdo
separados por regides denominadas ITS1 e ITS2, as quais sdo transcritas e processadas
para dar origem ao RNA ribossomico maduro. O cluster génico que codifica para
rRNA aparece repetido centenas de vezes no genoma fingico ( FUNGARO, 2000).
Dessa maneira, essa técnica pode ser usada para identificar a maioria dos fungos ao
nivel de espécie ou grupo de espécies. E baseada na regido do espago interno transcrito
da unidade nuclear ribossomal. Essa regido estd entre os genes 18s e 28s do RNA
ribossomal e contém dois espagos ndo codificados varidveis e o gene 5.8s do RNA
ribossomal (Figura 2). A amplifica¢do da regido, digestdo com enzimas de restri¢ao e
separacao eletroforética dos fragmentos ¢ rapida, simples, relativamente barata e
facilmente adaptavel para novos grupos de fungos (GARDES & BRUNS, 1996). Assim
sendo, muitos trabalhos tem surgidos. E com essa finalidade a diversidade genética inter
e intraespécificas de Colletotrichum tem sido bastante estudada. Alahakoon et al.
(1994) utilizaram as técnicas de RFLP do DNA ribossdmico (rDNA), mitocondrial



(mtDNA) e RAPD para o agrupamento genético de vinte e um isolados de C.
gloeosporioides obtidos de sete fruteiras tropicais. Verificaram a variagdo ao nivel de
preferéncia pelo hospedeiro, em funcdo do isolado e susceptibilidade do mesmo. As
analises moleculares mostraram que alguns isolados apresentaram o mesmo padrdo de
restricdo de rDNA e um baixo grau de polimorfismo quanto ao mtDNA quando
digeridos com as enzimas de restrigdo ECOR I ¢ Cla I. Marcadores RAPD foram
capazes de confirmar o agrupamento por hospedeiro de 21 das linhagens. Enquanto
Sherriff et al. (1994) distinguiram, pela seqiiéncia de rDNA , as espécies causadoras de
antracnose em milho e sorgo, este ultimo sendo caracterizado como C. sublineolum. Ja
Freeman et al. (1998) utilizaram primers aleatorios derivados de minissatélites,
conseguindo discriminar espécies de Colletotrichum e diferenciar isolados de C.
gloeosporioides de amendoeira pelo padrdo de bandas. Estudos de seqiiéncias de partes
do rDNA também podem ser feitos para determinar as correlagdes filogenéticas (LEA-
BERTIOL 1998). Exemplos disso sdao a alta homologia de Athelia bamocina,
Aureobasidium pullulans e C. gloeosporioides revelados pelo sequenciamento da
regido 5.8 do rDNA.
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3. MATERIAL E METODOS



3.1 OBTENCAO E MANUNTENCAO DOS ISOLADOS

Dos quinze isolados de C. gloeososporioides utilizados, onze foram obtidos da
Colecdo de Cultura da Micoteca-URM (Universidade de Recife Micologia)
(CAVALCANTI et al., 1996) do Departamento de Micologia, do Centro de Ciéncias
Biologicas, da Universidade Federal de Pernambuco e quatro foram isolados de

plantas da cebola.

Tabela 1. Origem das  amostras de Colletotrichum gloeosporioides
depositadas na Micoteca URM, Recife, PE, Brasil.

Substrato ou

N° de acesso Origem . Ano/isolamento
hospedeiro
in Pedunculo da planta de
4626 Brejdo/PE cebola (Allium cepa) 2002
4627 Vale Sao Francisco/PE  Folha da planta de cebola 2002
4628 Brejio/PE Inflorescéncia da planta de 2002
cebola
4629 Petrolina/PE Folha da planta de cebola 2002
2018 IPA/PE Allium sp 1954
2543 Amazonas Chuchu (Sechium edule) 1980
2547 IPA/PE Goiaba (Psidium guajava) 1980
2334 IPA/PE Roma (Punica granatum) 1972
2335 IPA/PE Goiaba (Psidium guajava) 1970
2336 IPA/PE Pitanga (Eugenia uniflora) 1972
3923 IPA/PE Agua do Rio Capibaribe 1977
3882 IPA/PE Maracuja (Passiflora sp) 1977
2986 IPA/PE Solo marinho 1977
2681 IPA/PE Passiflora sp 1977

2060 IPA/PE Coco (Cocus nucifera) 1977




Os isolados C. gloesosporioides foram inoculados em tubos de ensaio contendo
meio Batata-Dextrose-Agar (BDA /OXOID), permanecendo a 25°C por 15 dias e em

seguida, sob refrigeracdo a 4°C.

3.2 ISOLAMENTO DE C. gloeosporioides DE PEDUNCULOS, FOLHAS E
INFLORESCENCIAS DAS PLANTAS DE CEBOLA.

Plantas de cebola foram coletadas na Estacdo Experimental do IPA (Empresa de
Pernambucana de Pesquisa Agropecudria), localizada em Brejdo, Agreste Meridional,
onde ha produgdo de sementes basicas de cebola com incidéncia de C. gloeosporioides
no pedunculo, folhas e na inflorescéncia. O material foi desinfestado superficialmente
com hipoclorito de sddio a 15% por cinco minutos e em seguida lavado em agua
destilada autoclavada. Com auxilio de um estilete flambado foram retirados pequenos
fragmentos das margens das lesdes e transferidos para placas de Petri contendo papel
absorvente previamente autoclavadas por 15min a 120°C, distribuidos de forma
equiidistante na superficie da placa. Em seguida as placas foram incubadas, em
condicdes de temperatura e luminosidade adequadas. Apds o crescimento do fungo, as
estruturas do organismo foram transferidas para placa de Petri ou tubo de ensaio

contendo meio BDA.

3.3 TESTE DE PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS DE C. gloeosporioides
EM CEBOLA.

3.3.1 Preparo do In6culo

Para o preparo do indculo, em camara de fluxo laminar, foram utilizados esporos
formados a partir de culturas de C. gloeosporioides, incubadas por 7 dias a 28° C em
placas de Petri contendo BDA. A essas placas foram adicionados 20 ml de agua
destilada autoclavada e com auxilio de uma escova de cerdas macias, foi removida a
parte superficial da colonia para a liberacdo dos conidios. A suspensdo foi filtrada em
gaze dupla autoclavada para a obtengdo de uma suspensdo de conidios, quantificada
com auxilio de camara de Neiibauer, e realizadas diluicoes a fim de se obter uma

concentragio de 10° conidios/ml.

3.3.2 Inoculacgédo nas folhas de cebola



Plantas de cebola da cultivar Texas Early Grano 502 foram utilizadas como padrao
de suscetibilidade e cultivadas em solo previamente esterilizado com Brometo de
Metila (CH3 BR) em vasos plasticos, em condigdes de casa-de-vegetagao.

Vinte dias apds o plantio foi realizado o desbaste das plantas deixando-se apenas
seis plantas por vaso, que ap6s 60 dias da germinacdo das sementes, quando
apresentavam a terceira folha verdadeira, foram inoculadas por pulverizagdo das
folhas com uma suspensdo de 10° conidios/ml de cada isolado de C. gloeosporioides.
As plantas foram pulverizadas com cerca de 2,5 ml da suspensdo e todos os vasos
foram mantidos em camara imida por 24 horas, formada pela utilizagdo de sacos
plasticos transparentes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com quatro repeti¢des, cada uma com seis plantas. As testemunhas consistiram de
plantas tratadas de forma idéntica, utilizando-se apenas dgua destilada autoclavada sem

o in6culo

3.3.3 Avaliacéo da patogenicidade dos isolados de C. gloeosporioides em folhas
de cebola.

A patogenicidade foi avaliada verificando-se o aparecimento dos sintomas tipicos
da antracnose nas folhas das plantas a partir do terceiro, sexto, nono e décimo segundo
dia apds a inoculagdo, procedendo-se o reisolamento do patdgeno.

A severidade da doencga foi estimada mediante escala de notas, variando de 0 a 4
(Tabela 2) ( Figura 3 ) conforme descrito por Michereff (2000) e Assungdo (1997)

Tabela 2. Escala de notas  utilizada na avaliagdo da patogenicidade
de
Colletotrichum gloeosporioides em plantas de cebola.

NOTAS SINTOMAS
0 Auséncia de sintomas
1 Uma folha com sintomas e sinais
2 Duas folhas com sintomas e sinais
3 Trés folhas com sintomas e sinais
4 Tombamento e morte da planta




Nota 0 Nota 1 Nota 2 Nota 3 Nota 4

Figura 03. Escala de notas utilizada na identificacdo da patogenicidade
de

Colletotrichum gloeosporiooides a cebola (Michereff, 2000).

3.3.4 Inoculagéo nos bulbos de cebola



Os bulbos foram inicialmente lavados com agua e sabdo, desinfestados em uma
solu¢do de hipoclorito de s6dio a 15% durante 5 minutos, lavados 2 vezes com agua
destilada autoclavada e colocados em papel toalha para secagem.

Discos de micélio-dgar com Smm de didmetro foram retirados das colonias de C.
gloeosporioides com quatro dias de crescimento e transferidos para a superficie do bulbo
de cebola e aderidos com uma fita adesiva. As testemunhas consistiram de bulbos
tratados de forma idéntica, utilizando-se apenas discos de agar sem o inoculo. Em
seguida, os bulbos foram mantidos em camara-imida utilizando-se para isso sacos
plasticos previamente umedecidos com agua destilada autoclavada, por 24 horas, a luz e
temperatura ambientes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com

dez repetigdes para cada isolado.

3.3.5 Avaliacdo da patogenicidade dos isolados de C. gloeosporioides em bulbos de
cebola.

A patogenicidade foi avaliada pelo aparecimento de sintomas tipicos da antracnose
nos bulbos de cebola, 24 horas apos a inoculagdo do fitopatdogeno, com o reisolamento
do mesmo. A severidade da doenca foi estimada mediante escala de notas que variou
de 0 a 4 como descrito em Lima (1996), adaptada ao presente experimento (Tabela 3 e
Figura 4).

Tabela 3. Escala de notas utilizada para avaliar a patogenicidade de
15
isolados de Colletotrichum gloeosporioides em bulbos de cebola.

Classificacéo dos

Nota Comportamento )
isolados
0 Auséncia de sintomas Nao patogénico
1 Lesdes de 1 a Smm Fracamente patogénico
2 Lesdes de 6 a 15mm Medianamente patogénico
3 Lesoes de 16 a 25mm Patogénico

4 Lesdes acima de 25mm Altamente patogénico




Nota 0 Nota 1 Nota 2 Nota 3 Nota 4

Figura 4. Ilustragdo da  escala de notas em teste de
patogenicidade
de Colletotrichum gloeosporioides a bulbos de cebola (Lima, 1996)

3.3.6 Analise Estatistica



Os dados obtidos nos tratamentos foram submetidos a analise de varidncia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o

programa SANEST (MACKINNEY, 1923).

3.4 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA PELOS MARCADORES
MOLECULARES RAPD E REGIAO ITS DO DNA RIBOSSOMAL.

3.4_.1 Obtencao de micélio para extracao do DNA.

Conidios de C. gloeosporioides foram suspensos em 3 ml de solugdo Tween 80
0,1% (v/v) em tubos de ensaio e transferidos para frascos Erlenmeyer, contendo 100
ml de meio Czapeck liquido. Apds a inoculacdo, estes frascos foram mantidos sob
agitacdo a 120 rpm/28°C/96 horas para crescimento do fungo. Em seguida, o micélio
foi coletado por filtracdo, lavado em agua destilada autoclavada, determinada a massa

umida e estocado a 20°C até o momento de uso para extra¢do de DNA.

3.4.2 Extracdo de DNA gendmico

A extracdo do DNA genomico a partir do micélio de C. gloeosporioides foi

realizada conforme a técnica descrita por Raeder e Broda (1985).

O micélio foi coletado por filtragdo a vacuo. Apds a remoc¢do do excesso de agua,
um grama de micélio foi triturado com nitrogénio liquido até formar um po6, o qual foi
transferido imediatamente para um tubo de microcentrifuga onde se adicionou 800 pl
de tampdo de extracdo (Tris-HCl 200mM pH 8.0; NaCl 250mM; EDTA 25mM;
Dodecil Sulfato de Sodio 1%). Apds homogeneizagdo, os tubos de microcentrifuga
foram incubados por 15 minutos a 65 °C. Posteriormente, adicionou-se um volume da
solucdo de fenol saturado (Invitrogen Life Technologies), misturando-se suavemente
as fases e centrifugando-se a 400 rpm, por 15 minutos. A fase aquosa foi recuperada,
transferida para novo tubo de microcentrifuga e adicionado um volume de solucdo de
clorofane (fenol e clorofil na propor¢cdo de 1:1). Mais uma vez procedeu-se a
homogenizag¢do e centrifugacdo na mesma condi¢cdo anterior. O sobrenadante foi
recuperado, colocado em outro tubo de Eppendorf ao qual adicionou-se um volume de

clorofil (cloroférmio e 4lcool isoamilico na propor¢cdo de 24:1) procedendo-se



novamente a homogeneizagdo e centrifugacdo. O sobrenadante foi recuperado e
colocado em outro Eppendorf, acrescentando-se NaCl 0,3M e dois volumes de etanol
absoluto resfriado a -20°C. Nessa fase foi possivel visualizar o DNA precipitado. As
amostras foram novamente submetidas a centrifugacdo a 12.000 rpm por 15 minutos
para que o DNA se fixasse no fundo do tubo de microcentrifuga. Apos a centrifugagdo
descartou-se o sobrenadante, ¢ lavou-se o precipitado obtido com etanol 70% e
centrifugou-se. Em seguida o sobrenadante foi desprezado e os tubos foram invertidos
até secagem completa do DNA. Este, entdo, foi ressuspendido cuidadosamente com

200 pl de tampdo TE pH 8,0 (Tris-HCl 1M e EDTA 0,5M).

3.4.3 Quantificacdo do DNA gendmico

A concentragdo de DNA foi estimada por meio de eletroforese em gel de
agarose a 0,8% a 3V/ecm™ de distancia entre os eletrodos com o tampéo de corrida TBE
(Trizma-base 108g; acido boérico 55g; EDTA 0,5M pH 8,0, 20 ml), por comparagao
com o marcador de peso molecular DNA de fago A. Apds a eletroforese, o gel foi
corado em solu¢do de brometo de etidio (TBE 1X / EtBr 0,5 pg/ml) (SAMBROOK et
al., 1989) durante 30 minutos, observado em transiluminador de luz ultravioleta e

fotografado usando filme preto e branco Polardide 667.

3.4.4 Tecnica de RAPD (WILLIAMS et al., 1990)

3.4.5 Selecdo dos Primers

Trinta e nove primers arbitrarios da Operon Technologies, provenientes dos
kits OPW, OPA e OPX foram testados com o DNA total do isolado 2336 de C.
gloeosporioides para avaliar a capacidade de amplificagdo de cada um deles.

As regides do DNA foram amplificadas aleatoriamente pela técnica de RAPD,
utlilizando-se um termociclador (MJ Research). As reacdes de amplificacdo foram
procedidas num volume final de 25ul, composto da seguinte maneira: tampao Tris-HCI,
20mM pH 8.4; KC1, 50mM; MgCl, 3, 4mM; dNTP, 0.25mM; 0,4mM do primer; Taq
DNA polimerase 2U (Operon Technologies, CA) e 25 ng de DNA de cada isolado,
separadamente. Os ciclos de amplificagdo consistiram de uma etapa de desnaturagdo

inicial a 5 minutos a 92°C seguidos por 40 ciclos de 1 minuto a 92°C, 1 minuto e 30



segundos a 39°C e 2 minutos a 72°C, seguidos por uma extensdo final de 5 minutos a

72°C.

Em seguida, os produtos de amplificacio foram submetidos a migracao
eletroforética em gel de agarose 1,4%, a 3 V/em™ de distancia entre os eletrodos em
tampao de corrida 1X TBE pH 8,0, utilizando-se o marcador de peso molecular DNA
de fago A clivado com HindIIl (Invitrogen Life Technologies). O gel foi corado em
solugdo de brometo de etidio por 30 minutos, visualizado em transiluminador de luz

ultravioleta e fotografado, usando filme preto e branco Polardide 667

3.4.6 Regido de ITS do DNA ribossomal (WHITE et al., 1990)

3.4.7 Amplificacdo de DNA da regido ITS do rDNA

Para a amplificacdo do DNA das regides ITS1, ITS2 e subunidade 5.8S do rDNA
foram utilizados os primers ITS 1 (1 - TCC GTA GGT GAA CCT CCG - 1’) e ITS 4
(5’- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC —3’). Para um volume final de reagao de 25
ul foi utilizado tampao (Tris-HC1 20mM pH 8.4; KCI) 50mM; MgCl2, 1,5mM; dNTP,
0,2mM; 12.5 pmols do primer; Tag DNA polimerase, 1,25 U (Operon Technologies
CA) e 50 ng de DNA. As regides de ITS- rDNA foram amplificadas utilizando-se um
termociclador (MJ Research), programado para realizar uma desnaturacdo inicial de 4
minutos a 95°C, 40 ciclos de 1 minuto a 92°C, 1 minuto a 55°C e 2 minutos a 72°C e

finalmente, 5 minutos a 72° C para extensao final.

Os produtos de amplificagao dos locis ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA foram separados
por eletroforese em gel de agarose 1 %, a 3 V/ecm™ em tampdo de corrida 1X TBE (pH
8,0), utilizando-se o marcador de peso molecular de 100-bp (Invitrogen Life
Technologies), corado em solugdo de brometo de etidio por 30 minutos, visualizado

em transiluminador de luz ultravioleta e fotografado com camera Polaroide.

3.4.8 Digestdo enzimatica dos produtos de amplificacdo das regides 1TS1-5.8S-
ITS2 DO rDNA

A digestdo enzimdtica foi realizada pela mistura de 4ul dos produtos de
amplificagdo das regides ITS do rDNA com 16 ul do mix de restricdo contendo 0,1U
da enzima de restricdo em tampao de restricao especifico. Apds a incubacdo de 2 horas
a 37° C com cada uma das trés enzimas de restri¢do Dral, Haelll e MspI (Invitrogen

Life Technologies), separadamente, os fragmentos resultantes foram separados por



eletroforese em gel de agarose 1,4 %, utilizando-se o marcador de peso molecular de

100-bp (Invitrogen Life Technologies), a 3 V/cm-! de distincia entre os eletrodos,
imerso em tampao de corrida 1X TBE (pH 8,0). Os fragmentos de restri¢do foram
corados em solucdo de brometo de etidio por 30 minutos, visualizados em

transiluminador de luz UV e fotografados com camera Polaréide.

3.4.9 Andlise computacional dos dados

Os dados obtidos foram analisados pelo programa Numerical Taxonomy System de
Multivarite Programs - NTSYS-PC (ROHLF, 1988; BUSSAB et al., 1990), tendo sido
introduzidos na forma de variaveis binarias, ou seja, o nimero 1 (um) para presenca de
banda e numero 0 (zero), auséncia. Dessa forma, o programa construiu uma matriz de
similaridade, utilizando-se neste trabalho o coeficiente de JACCARD. A partir dos
resultados foi gerado um dendrograma pelo método de agrupamento UPGMA

(Unweighted Pair Group Method With Arithmetical Average).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO



4.1 ISOLAMENTO DE C gloeosporioides DE PEDUNCULO, FOLHA E

INFLORESCENCIA DA PALNTA DA CEBOLA.

Foram obtidos dois isolados da Estacdo Experimental do IPA (Empresa de
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria), localizada em Brejao, Agreste Meridional e
um isolado do Vale de Sao Francisco, o isolados 4629 foi cedido pela EMBRAPA; em
seguida todos os isolados foram depositados na Micoteca URM-Recife, PE Brasil.

Tabela 4. Isolados de Colletotrichum gloeosporioides

N° de acesso Substrato Origem Ano
4627 Folha Vale de Sao Francisco Dez/2002
4628 Inflorescéncia Brejao Out/2002
4626 Pedunculo Brejao Dez/2002
4629 Folha EMBRAPA. Dez/2002

4.2 TESTES DE PATOGENICIDADE EM FOLHAS E EM BULBOS DA
PLANTA DE CEBOLA.



4.2.1 Patogenicidade em folhas da planta de cebola

Durante o experimento a temperatura minima variou de 22 — 28°C, a maxima variou
de 30 — 38°C, a umidade relativa minima variou de 34 — 67% e a maxima de 82 — 87%.
No dia da inoculagio a temperatura variou de 22 — 37°C e a umidade relativa de 45 —
86%.

Os primeiros sintomas da antracnose na cultivar susceptivel Texas Grano 502,
surgiram no segundo dia apds a inoculagdo, inicialmente ocorrendo sob forma de lesdes
levemente deprimidas, depois mudangas na cor das folhas e lesdes dispostas em anéis
concéntricos sobre as quais desenvolveram-se os acérvulos cobertos por massas de
conidios do patogeno. Na ultima avaliacdo foi possivel observar a seca das folhas e

morte das plantas (Figura. 5).

Figura 5. Morte da planta de cebola apés oito dias de inoculagdo do
isolado 4627 de Colletotrichum gloeosporioides, a esquerda e
o controle ao lado direita

Durante a avaliagdo das plantulas inoculadas em casa de vegetagdo verificou-se o

alongamento das folhas. Segundo Assuncdo (1997) estes sintomas sdo comumente



observados em campo de produgdo e ndo em casa-de-vegetacdo. A Figura 3 ilustra a
escala de notas utilizadas neste trabalho.

Os resultados obtidos segundo a escala de notas encontram-se na Tabela 4 baseado
em Mackinney (1923). De um modo geral todos os isolados de C. gloeosporioides
mostraram-se patogénicos, variando no entanto quanto ao grau de patogenicidade.
Analisando-se a severidade das interagdes, foram definidos quatro grupos com
diferencas significantes ao nivel de patogenicidade. O primeiro grupo formado por um
unico isolado o 4627 (Folha da cebola/Vale do Rio Sdo Francisco-PE) com 100% de
indice de doenca. O segundo grupo ¢ formado por quatro isolados que se relacionam
entre si € com terceiro grupo, que sao 4626 (pedunculo / Brejao), 4629 (folha da
cebola/ Petrolina-PE), 4628 (inflorescéncia da cebola/Brejao-PE) e 2543 (Sechium
edule/AM) com indices de doenga de 42,25%, 34,33%, 28.81% e 14,7%
respectivamente. O terceiro grupo ¢ formado por quatro isolados que se relacionam
com o segundo grupo e ndo se relacionam com o quarto grupo, sdo: 2980 (solo
marinho-PE), 2018 (Allium sp-PE), 2335 (Psidium guajava/PE ) e 2334 (Punica
granatum/PE), com indice de doenga de 14,24%, 12,25%, 11,13% e 9,10%
respectivamente. O quarto grupo ¢ formados por seis isolados que apresentaram os
menores indices de doenga, 2336 (Eugenia uniflora/PE), 2547 (Psidium guajava/PE),
3923 (agua do rio Capibaribe-PE), 3882 (Passiflora sp/PE) 2681 (Passiflora sp /PE) e
2060 (Cocus nucifera/PE) com indices de doenga de 7,39%, 6,41% 5,85%, 5,22%,

3,78% e 2,68%, respectivamente.

4.2.2 Patogenicidade ao bulbo da planta de cebola

O experimento foi realizado em temperatura ambiente, em laboratério. Entre os
quinze isolados de C. gloeosporioides somente os isolados de cebola (4627,4629,4628 ¢
4626) foram patogénicos ao bulbo, e dos cinco isolados de cebola quatro foram
altamente patogénicos.

Os resultados foram baseados na escala de notas ilustrada na Figura 4 em material e
métodos. Os dados das Tabelas 5 e 6 mostram o indice de doenca e do diametro das
lesdes causadas pelos quatro isolados de C. gloeosporioides, respectivamente.

Analisando-se a severidade das interacdes, foram definidos dois grupos com
diferengas significativas ao nivel de patogenicidade. O primeiro grupo ¢ formado por

trés isolados, 4627 (Folha da cebola/Vale do Rio Sao Francisco-PE), 4629 (folha da



cebola/Petrolina-PE) e 4628 (inflorescéncia da cebola/Brejao-PE) com indices de
doenga de 95,83%, 91,67% e 91,67% respectivamente. O segundo grupo ¢ formado por

um Unico isolado 0 4626 (pedinculo/Brejao-PE) com 72,92% de indice da doenca.

4.2.3 Comparacdao dos testes de patogenicidade de folhas e bulbos de cebola

No teste em folha de cebola todos os quinze isolados, independentemente do
hospedeiro e de onde foram obtidos, foram patogénicos, com diferencas no indice de
doenga, sendo que dos cinco isolados obtidos de cebola, quatro foram mais patogénicos
(4627-folha, 4626-pedunculo, 4629-folha e 4628- inflorescéncia). No teste em bulbos
de cebola, dos quinze isolados, apenas os isolados mais agressivos no teste em folhas,
citado acima, foram patogénicos, havendo especificidade dos isolados de cebola ao
hospedeiro. Fernamdes et al. (1995) também trabalharam com isolados de C.
gloeosporioides de diferentes hospedeiros (pimentdo, berinjela e jilo) e verificaram
que os isolados de jild e berinjela foram patogénicos a ambos os hospedeiros, porém
com baixo indice para o pimentdo enquanto que os do pimentdo ndo provocaram
sintomas visiveis nas plantulas de jilo. No entanto, 42% das plantulas de berinjela
sucumbiram a inoculagdo com os isolados originarios do pimentdo. Fernamdes et al.
(2002) estudaram trinta e quatro isolados de C. gloeosporioides de diferentes
municipios do Rio de Janeiro, obtidos de frutos naturalmente infectados de jiloeiro,
pimentdo e berinjela, verificando a patogénicidade para as trés solanaceas. Inocularam
em frutos e em plantulas, os resultados demonstraram especificidade patogénica as
solanéaceas hospedeiras. Em geral os isolados da berinjela constituiram um grupo
similar, caracterizado pela fraca patogenicidade para o pimentdo. Os isolados do
pimentdo foram especificos para seus hospedeiros de origem.

Neste trabalho as plantulas da cebola ndo receberam ferimento, porém todos os
isolados apresentaram patogenicidade. Andrade & Ducroquet (1998) verificaram a
patogenicidade de isolados de C. gloeosporioides a goiabeira, quando utilizaram trés
isolados de videira de diferentes locais de Santa Catarina e pulverizaram as hastes e
frutos da goiabeira com e sem ferimento. Houve diferencas nos resultados obtidos entre
os métodos de inoculacdo, sendo que a inoculagdo com ferimento no apice e a
inoculagdo na planta inteira, com e sem ferimento foram os tratamentos que
apresentaram niveis de doencas superiores, enquanto que nos frutos ndo houve

resultados satisfatorios.



Os isolados de diferentes locais de Pernambuco, diferentes hospedeiros e de
diferentes orgdos da planta de cebola, foram patogénicos as plantulas de cebola.
Furtado et al. (1999) estudaram a patogenicidade de C. gloeosporioides obtidos da folha
de seringueira de SP/MG/MA e das haste florais da seringueira de SP/MG e inoculando
em plantulas da seringueira. Todos os isolados de folha e haste florais de Sao Paulo e
Minas Gerais foram patogénicos, mas os isolados de folha de Manaus ndo foram
patogénicos as plantulas da seringueira, diferindo dos resultados encontrados nesse
trabalho.

Os resultados sugerem que os dois tipos de teste de patogenicidade de C.
gloeosporioides a cebola se complementaram, sendo que o teste em folha foi mais
adequado para a avaliacdo quanto efeito na producdo da cebola e o teste em bulbo,

quanto a qualidade do produto para comercializagao.

Tabela 05. Indice de doenca causada por isolados de C. gloeosporioides
em



plantas  de cultivar  Texas Early Grano 502 baseado

cm
Mackinney (1923).
Isolado indice de Doenca (%)

4627 100,00 a
4626 42,27 b
4629 34,33 bc
4628 28,81 bcd
2543 14,70 bcd
2980 14,24 cde
2018 12,25 de
2335 11,13 de
2334 9,10 de
2336 7,39¢€
2547 6,41 e
3923 585e
3882 522¢e
2681 3,78¢
2060 2,68¢e

CV = 26,89%

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05)



Tabela 6. indice de doenga de quatro dos cinco isolados de cebola.

Isolado indice de Doenca
4627 95.83 a
4629 91.67 a
4628 91.67 a
4626 72.92 b

CV =5,42%

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 7. Diametro das  lesdes provocadas por diferentes isolados de
Colletotrichum gloeosporioides em bulbos de cebola, da cultivar
Texas Early Grano 502.

Isolados Repeticoes/lesdo (cm) Meédia

4629 3,1 35 34 35 272 335 25 23 29 27 3,00




4627 5 30 30 25 31 28 22 30 28 32 311

4626 21 22 34 15 24 10 29 23 1,8 1,8 214

4628 20 26 26 23 31 23 30 27 30 3l 2,67

4.3 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA PELOS MARCADORES
RAPD E REGIAO ITS DO DNA RIBOSSOMAL.

4.3.1 Extracéo e quantificagdo de DNA



A quantificagdo do DNA extraido dos quinze isolados de C. gloeosporioides
encontra-se na Figura 6. Todos os isolados deram origem a bandas de alto peso
molecular, o que ¢ indicativo de integridade. Foi possivel a obten¢do de quantidades de
DNA variando de 350 a 400ng/uL. de DNA

A B C 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 6 Quantificagdo  de DNA de quinze isolados de
Colletotrichum

gloeosporioides. Nas pistas A, B e C encontram-se os marcadores
moleculares

do DNA do fago A nas concentragdes de 10, 15, 25ng/ul. respectivamente;

nas
pistasde 4 a 10 e de 11 a 18 encontram-se o DNA dos isolados,
2980,
4627, 4626, 4628, 2060, 2018, 4629, 2681, 2334, 2335, 2336,
3882,

2543, 2547 e 3923.

4.3.2 Selecao de primers

Foram testados 39 primers arbitrarios da Operon Technologies, provenientes dos
kits OPW, OPA e OPX com o DNA total do isolado 2336 como molde. Apenas 22 dos
primers testados produziram amplificagdo, porém so sete pimers exibiram um bom

nimero de fragmentos de DNA com boa nitidez e reprodutibilidade. A Tabela 7 exibe



o primers selecionados ¢ suas seqiiéncias, ¢ as figuras 7, 8 ¢ 9 ilustram os perfis de
amplificagdo do isolado 2336 de C. gloeosporioides, com os primers OPA 2,
OPA 3, OPWS, OPW 17, OPW 20, OPX 4 e OPX 13, respectivamente.

Tabela 8. Primers selecionados para o RAPD e respectivas seqiiéncias de

nucleotideos

Primers Sequéncia
OPA 2 TGCCGAGCTG
OPA 3 AGTCAGCCAC
OPW 8 GACTGCCTCT

OPW 17 GTCCTGGGTT

OPW 20 TGTGGCAGCA
OPX 4 CCGCTACCGA
OPX 13 ACGGGAGCAA




Figura 7. Selegao de primers utilizando o DNA total do isolado 2336 de

Colletotrichum gloeosporioides. No primeiro  pogo (M),
encontra-se

o DNA do fago A (Hind Ill) ¢ nos pocos de 1 a 9 estao: OPA 1,0PA
2,0PA 3,

OPA 4, OPA 5,0PA 8, OPA 9, OPA 10, OPA 11 ¢ OPA 12.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 8. Selegao de  primers utilizando o DNA total do isolado 2336
de

Colletotrichum  gloeosporioides. No  primeiro pogo (M) encontra-
se

se 0 DNA do fago A (Hind Ill) e nos pocos de 1 a 8 estdo: OPW 1, OPW

2,

OPW 3, OPW 4, OPW 6, OPW 8, OPW 9, OPW 10. Em seguida, no
primeiro

pogo (M), encontra-se o DNA do fago A (Hind Ill) e nos pogos de 9 a 16
estao

OPW 13, OPW 14, OPW 15, OPW16, OPW 17, OPW18, OPW 19 ¢ OPW
20.

M 12 34 567891011 M 12 13 14 15 16 17




Figura 9. Selecdo de primers utilizando o DNA total do isolado 2336
de
Colletotrichum gloeosporioides. No primeiro poco (M) encontra-

N o DNA do fago A (Hind I1l) e nos pogos de 1 all estao: OPX 1, OPX
> OPX 3, OPX 4, OPX 5, OPX 6, OPX 7,0PX 8§, OPX 9, OPX 10, OPX
. Em seguida, no primeiro pogo (M), encontra-se o DNA do fago A (Hind
W e nos pocos de 12 a 19 estdo: OPX 12, OPX13, OPX 14, OPX 15, OPX
16,

OPX 17, OPX 18.

4.3.3 Andlise dos perfis de RAPD

Os sete primers selecionados produziram um total de 730 bandas, sendo 96 geradas
pelo primer OPW 17, 180 pelo OPW 20, 103 pelo OPW 8, 121 pelo OPA 2, 85 pelo
OPA 3, 99 pelo OPX 4 e 146 pelo OPX 13. Os perfis de RAPD obtidos para os quinze
isolados,com os primers citados sdo mostrados nas Figuras 10, 11, 12, 13, 14, 15 ¢ 16.

O dendrograma obtido pela analise de agrupamentos com os sete primers
selecionados (Figura 17) evidenciou uma grande variabilidade molecular, refletida em
grande nimero de agrupamentos, suficientes para discriminar todos os isolados.
Segundo Assungdo (1997), essa técnica ¢ de grande utilidade na avaliagdo da

variabilidade em espécies do género Colletotrichum. A alta variabilidade genética de



espécies de Colletotrichum evidenciada por RAPD foi verificada também por
Martinez-Culebras et al. (2002) que conseguiram a distingdo de 15 isolados de C.
fragariae e oito de C. gloeosporioides do morango.

Quatro grupos distintos foram delineados com cerca de 28% de fragmentos comuns
entre eles, havendo coincidéncia entre a origem geografica dos isolados. O primeiro
grupo ¢ composto por trés isolados o 2980 (solo marinho-PE), 4629 (folha da
cebola/Petrolina-PE) ¢ 2681 (Passiflora sp/PE) com 45% de fragmentos em comum
com segundo grupo. O segundo grupo ¢é representado por seis isolados, 2334 (Punica
granatum/PE), 2335 (Psidium guajava/PE), 2336 (Eugenia uniflora/PE), 3882
(Passiflora sp/PE), 2547 (Psidium guajava/PE) e 3923 (Agua do Rio Capibaribe/PE)
com 38% de fragmentos em comum com o terceiro grupo. O terceiro grupo ¢ formado
unicamente pelo isolados 2543 (Sechium edule/AM) com 33% de similaridade com o
segundo grupo e 28% com o terceiro e o quarto. O quarto grupo ¢ formado por cinco
isolados, quatro deles obtidos de plantas de cebola sendo trés da mesma localidade
(Brejao Alto Sertdo Meridional de Pernambuco). O Isolado 4627 (folha da cebola /Vale
do Rio Sdo Francisco-PE) apresentou 82% de similaridade com o isolado 4626
(pedinculo da cebola/Brejao-PE) enquanto os isolados 4628 (inflorescéncia da
cebola/Brejao-PE) e 4626 apresentaram cerca de 96% de fragmentos similares e o
isolado 2018 (Allium sp/PE) com 87% de fragmento similares com os isolados do
grupo e o isolado 2060 (Cocus nucifera/PE) 68% de fragmentos em comum com os
dos demais isolados do quarto grupo.

Foi possivel observar que as areas geograficas de origem dos isolados analisados
determinaram a formagdo de grupos, pois todos os isolados de Pernambuco
apresentaram maior aproximagao entre si, enquanto o isolado do Amazonas formou um
unico grupo. Os resultados exibem bem concordancia com os de Assungdo (1997) que
analisou o polimorfismo de DNA de seis isolados de C. gloeosporioides obtidos de
cebola de diferentes locais de produgdo de Juazeiro-Bh, verificando uma correlagdo
com as origens geograficas. Assis (2001) avaliou seis isolados de C. gloeosporioides
obtidos de cultivares de manga de diferentes regides do Nordeste por RAPD e
demonstrou que formou agrupamentos por area geografica. Em oposi¢do, Barbosa
(2001) utilizou o RAPD para estudar vinte e seis isolados de C. graminicola isolados
de milho, obtidos de municipios dos Estados de Sao Paulo e Parana, e observou que
os isolados de Guarapuava-PR apresentaram maior semelhanga (81,9%) com
Paranapanema-SP do que os isolado de Foz do Iguacu-PR (65%), ndo havendo

portanto agrupamento por regido geografica. Mills et a.l (1992) empregaram RAPD e



observaram que os diferentes grupos de isolados de Colletotrichum formados no
dendrograma ndo apresentaram relacdo com hospedeiros e regido geografica. Munaut et
al (1998) estudaram isolados de C. gloeosporioides obtidos de cinco espécies de
Stilosantes (plantas forrageiras) da Africa e Australia e também ndo conseguiram
observar agrupamentos por origem geografica..

A amplificacdo de seqii€ncias aleatorias do genoma tem sido utilizada para
correlacionar a patogenicidade de espécies do Colletotrichum. O dendrograma (Figura
17) gerado pelo RAPD agrupou isolados altamente agressivos a folha e bulbos de
cebola  com isolados ndo agressivos, ndo sendo a patogenicidade, portanto,
determinante na formacdo de grupos de similaridade. Munaut et al (2002) estudaram a
diversidade genética de C. gloeosporioides e sua patogenicidade a Stilosantes spp. Os
isolados foram denominados tipo A (isolados de Stilosantes spp do México e Australia )
e tipo B (isolados de Stilosantes guianiensis do méxico e Africa). Ficou demonstrado
que 60% houve de similaridade no grupo tipo A e 30% no grupo tipo B, e que houve
relacdo ainda com a patogenicidade, pois os isolados Tipo A foram os mais agressivos.
Saha et al. (2002) compararam o teste de patogenicidade em folhas de seringueira
(Havea brasiliensis) com os resultados gerados pelo RAPD, observando que houve
41% de similaridade entre os isolados e que os mais agressivos apresentaram 70% de
similaridade entre si. Silva-Mann et al. (2002) realizaram testes de patogenicidade a
semente de algodoeiro, utilizaram marcadores bioquimicos € RAPD, visando a
identificagdo do complexo C. gossypii e C. gloeosporioides var. cephalosporioides. Na
analise de RAPD os isolados mais agressivos mostraram cerca de 85% de similaridade.
Os marcadores bioquimicos ndo se mostraram eficientes para distinguir os isolados

agressivos.




Figura 10. Perfis de RAPD de 15 isolados de

Colletotrichum

gloeosporioides, obtidos com 0 primer OPA 2. (M) marcador de
peso

molecular DNA do fago A cortado com a enzima Hind III; nos pogos de
1

a 15 estdio os DNA’s dos isolados 2980, 4627, 4626, 4628, 2060,
2018,

4629, 2681, 2334, 2335, 2336, 3882, 2543, 2547 ¢ 3923.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 11. Perfis de RAPD de 15 isolados de Colletotrichum gloeosporioides,
obtidos
com 0 primer OPA 3. (M) marcador de peso molécula DNA do fago

A

cortado com a enzima Hind III; nos pocosde 1 a 15 estdo os DNA’s
dos

isolados 2980, 4627, 4626, 4628, 2060, 2018, 4629, 2681, 2334,
2335,

2336, 3882, 2543, 2547 e 3923.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M




Figura 12. Perfis de RAPD e 15 isolados de Colletotrichum gloeosporioides,

obtidos

com 0 primer OPW 8 (M) : marcador de peso molecular DNA do
fago A

cortado com a enzima Hind III; nos pogosde 1 a 15 estdo os DNA’s

dos
isolados 2980, 4627, 4626, 4628, 2060, 2018, 4629, 2681, 2334, 2335,
2336, 3882, 2543, 2547 € 3923.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 13. Perfis de RAPD de 15 isolados de

Colletotrichum
gloeosporioides, obtidos com o primer OPW 17 (M) : marcador de

peso

molecular DNA do fagoA cortado com a enzima Hind III; nos
pogos

de 1 al5 estdo os DNA’s dos isolados 2980, 4627, 4626, 4628, 2060, 2
018,

4629, 2681, 2334, 2335, 2336, 3882,2543,2547 e 3923.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M




Figura 14. Perfis de RAPD de 15 isolados de Colletotrichum gloeosporioides,

obtidos
com O primer OPW 20 (M) : marcador de peso molecular DNA do

fago A

cortado com a enzima Hind III; nos pocos de 1 a 15 estdo os DNA’s
dos

isolados 2980, 4627, 4626, 4628, 2060, 2018, 4629, 2681, 2334, 2335,
2336,

3882, 2543, 2547 ¢ 3923.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

Figura 15. Perfis de RAPD de 15 isolados de Colletotrichum gloeosporioides,

obtidos
com O primer OPX 04 (M) : marcador de peso molecular DNA do

fago A

cortado com a enzima Hind III; nos pogos de 1 a 15 estdo os DNA’s
dos

isolados 2980, 4627, 4626, 4628, 2060, 2018, 4629, 2681, 2334,
2335,

2336, 3882, 2543, 2547 e 3923.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15



Figura 16. Perfis de RAPD de 15 isolados de Colletotrichum
gloeosporioides,

obtidos com o primer OPX 13 (M) : marcador de peso
molecular

DNA do fago A cortado com a enzima Hind III; nos pocos de 1 a
15

estio os DNA’s dos isolados 2980, 4627, 4626, 4628, 2060,
2018,

4629, 2681, 2334, 2335, 2336, 3882, 2543, 2547 ¢ 3923.
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4.4 ANALISE DAS REGIOES ITS DO rDNA

4.4.1 Andlise dos produtos de amplificacéo



A amplificagdo do locus ITS1-5.8s—ITS2 do DNA gerou apenas um fragmento de
aproximadamente 600-pb para todos os isolados de C. gloeosporioides em gel de
agarose (Figura 18) o que confirma a identificacao da espécie.

Moriwak et al. (2003), com a finalidade de comparar caracteristicas morfologicas
(baseados em van Arx 1957) com o marcador molecular ITS1, analisaram espécies do
género Colletotrichum, incluindo C. gloeosporioides, e propos uma nova espécie C.
boninense. Vinnere et al. (2002), por analise da regido ITS1-5.8s-ITS2, também
conseguiram distinguir as espécies de C. acuntatum, C. gloeosporioides e C. dematium,

entre isolados identificados da forma classica como sendo C. gloeosporioides

4.4.2 Analise dos fragmentos de restricao

Nao houve sitios de restricdo para enzima Dra I (Figura 19). A digestdo com a
enzima Hae III gerou fragmentos monomorficos de 300pb (2x) para 14 isolados e de
400 + 200pb para o isolado 2543 (Sechium edule-AM) (Figura 20 ). Na digestdo com a
enzima Msp 1 doze isolados (2980, 4627, 4628, 4629, 2018, 2334, 2335, 2336, 3882,
2543, 4626, 2060) apresentaram fragmentos de 300pb (2x) e os isolados 2681, 2547 e
3923 (Figura 21), fragmentos de 350 + 100 (2x) + 50 (2x).

A analise de agrupamento dos fragmentos de restrigdo dos produtos de amplificagao
(Figura 22) da regido ITS do rDNA com as enzimas Hae III e Msp 1 em conjunto,
mostrou a existéncia de trés grupos distintos. O primeiro grupo, compreende onze
isolados idénticos: 2980 (solo marinho-PE), 4627 (folha da cebola/Vale do Rio Sao
Francisco), 4626 (pedunculo da cebola/Brejao/PE), 4628 (inflorescéncia da
cebola/Brejao/PE), 3882 (Passiflora sp/PE), 2336 (Eugenia uniflora/PE), 2335
(Psidium guajava/PE), 2334 (Punica granatum/ PE), 2060 (Cocus nucifera/PE) 4629
(folha da cebola/PetrolinaPE) e 2018 (Allium sp/PE),. Todos os isolados de cebola se
encontram neste grupo. O segundo grupo é formado por trés isolados: 2681
(Passiflora sp/PE), 2547 (Psidium guajava/PE) e 3923 (agua do rio Capibaribe-PE)
com cerca de 24% de similaridade com o primeiro grupo, € 26% com o terceiro grupo.
O terceiro grupo ¢ formado por um unico isolado, o do Amazonas, 2543 (Sechium
edule/AM) e apresentou cerca de 26% de similaridade com o primeiro e o segundo
grupos.

Saha et al. (2002) avaliaram as espécies de Colletotrichum que causavam lesao
em Hevea brasiliensis, pela analise da regido ITS e os fragmentos de restrigdo

mostraram a aproximagdo entre as espécies que causaram as maiores lesdes. Neste



trabalho, os isolados de cebola (Brejao e Petrolina-PE) que causaram maiores lesdes,
apresentaram o mesmo padrao de bandas.

Mills et al. (1992) utilizaram os primers cgTnt e ITS4 na regido 25/28s do gen
rRNA com o DNA gendémico de 39 isolados de espécies de C. gloeosporioides, e oito
espécies de Colletotrichum obtidos da Australia, Malasia e Indonésia ¢ analisaram a
patogenicidade em frutos do tomate, verificando pelos produtos de amplificacdo que os
isolados mais agressivos se agruparam, além de ser observado agrupamento em relagao
a regido geografica. Notadamente os isolados mais agressivos a folha e ao bulbo da
cebola se agruparam com o0s menos agressivos, porém os isolados mostraram
agrupamento em ralacdo a regido geografica.

As enzimas Hae III e Msp 1 apresentaram o mesmo padrdo de bandas para os
isolados mais agressivos € menos agressivos, porém foi possivel distinguir o isolado
2543 (Amazonas) dos demais isolados de Pernambuco. Esses resultados indicam
discordancia dos de Freeman et al. (2000) que trabalharam com as mesmas enzimas,
ndo evidenciou diferengas nos isolados de C. gloeosporioides. Martnez-Culebras et al.
(2000) utilizaram as enzimas Mun I, Pvu II e Fcr FI e foi possivel diferenciar espécies
de C. gloeosporioides de outras espécies do mesmo género.

O isolado 2543 (Amazonas) foi o tnico que ndo se agrupou aos demais isolados de
Pernambuco no dendrograma. Mumaut et al. (1998) analisaram pelas regido ITS a
aproximagdo geografica de isolados de Colletotrichum, nio tendo obtido agrupamento
por regido geografica. Martinez-Culebra et al. (2000) estudaram 80 espécies do género
Colletotrichum por ITS1 e ITS2 do 5.8s do rRNA, e além de diferenciar todas as
espécies, constataram pelo dendrograma que os isolados de C. acutatum da mesma

regido geografica pertenciam ao mesmo grupo.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11




Figura 18. Perfis da regido ITS do rDNA  dos isolados de
Colletotrichum
gloeosporioides obtidos com primers ITS1 e ITS4, em gel

de

agarose. Nas pistas M, marcador de peso molecular 100bp, e nas
pistas

de 1 a 15 encontram-se os DNAs dos isolados 2980, 4627,
4626,

4628, 2060, 2018, 4629, 2681, 2334, 2335, 2336, 3882, 2543, 2547
e

3923.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

192 12 11 1R NA

Figura 19. Perfis de restricdo dos fragmentos de DNA da  regido ITS do
DNA
em gel de agarose de 15 isolados de Colletotrichum
gloeosporioides
obtidos com a enzima Dra I. Nas pistas M, marcador

de

peso molecular 100bp, e nas pistas de 1 al5 encontram-se
0s

DNA’s dos isolados 2980, 4627, 4626,4628, 2 018, 2018,
4629,

2681, 2334, 2335, 2336, 3882, 2543, 2547 ¢ 3923.
Figura 20. Perfis de restrigdo dos fragmentos de DNA da regido ITS do

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M




DNA

em gel de agarose  de 15 isolados de
Colletotrichum
gloeosporioides obtidos com a enzima Hae IIl. Nas pistas M,

marcador

de peso molecular 100bp, e nas pistas de 1 a 15 encontram- se
0s

DNA’s  dos isolados 2980, 4627, 4626, 4628, 2018,
2018,

4629, 2681, 2334, 2335,2336, 3882, 2543, 2547 ¢ 3923.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

Figura 21. Perfis de restri¢ao dos fragmentos de DNA da regido ITS do DNA em
gel

de agarose de 15 isolados de Colletotrichum gloeosporioides
obtidos

com a enzim Mspl. Nas pistas M, marcador d e peso
molecular

100bp, e nas  pistas de 1 a 15 encontram-se os DNA’s
dos

isolados 2980, 4627, 4626, 4628, 2018, 2018, 4629, 2681, 2334,
2335,

2336, 3882, 2543, 2547 e 3923.
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5 - CONCLUSOES



» Houve diferenga nos resultados dos testes de patogenicidade em folhas e bulbos de

cebola da cultivar Texas Early Grano 502 com relagdo a C. goeosporioides .

» Todos os isolados de C. goeosporioides apresentaram patogenicidade em folha de
cebola, independentemente de sua origem, sendo que os obtidos de cebola foram os

mais patogénicos.

» Somente os isolados obtidos de cebola foram capazes de causar lesdes no teste de

patogenicidade em bulbos.

» O marcador RAPD evidenciou uma grande diversidade genética entre os isolados de

C. goeosporioides do Estado de Pernambuco.

» Houve agrupamento no dendrograma de RAPD dos isolados obtidos de cebola

(4627, 4628, 4626, 2018) com excecao do isolado 4629.

» Ndo houve polimorfismo entre os isolados de C. goeosporioides pela analise dos
produtos de amplificacao da regido ITS1 — 5.8S —ITS2 do rDNA confirmado, pela alta

ocorréncia de homologia, que pertencem a uma mesma espécie.

> A analise de restrigdo de regido ITS do rDNA com as enzimas Hae III e Msp I
evidenciou diferencas nos isolados 2543 (chuchu/Sechiumedule/AM) ¢ 2681

(maracujazeiro/Passiflora sp/ PE ) respectivamente.
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7. APENDICE

* SANEST - SISTEMA DE ANALISE ESTATISTICA *

*  Autores: Elio Paulo Zonta - Amauri Almeida Machado *

* Instituto Agronomico de Campinas - 1 A C *

* ANALISE DA VARIAVEL INDICE - ARQUIVO: 1D *

CODIGO DO PROJETO: INDICE DE

RESPONSAVEL: DOENCA

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: DIC

OBSERVACOES NAO TRANSFORMADAS

NOME DOS FATORES

FATOR NOME

A 1SOLADO

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. VALOR F  PROB.>F
1SOLADO 3 947 .2656250 315.7552083 13.8571  0.00203
RESIDUO 8 182.2916667 22.7864583

TOTAL 11 1129.5572917

MEDIA GERAL = 88.020836

COEFICIENTE DE VARIACAO = 5.423 %

TESTE DE TUKEY PARA MEDIAS DE 1SOLADO

NUM.ORDEM NUM.TRAT. NOME NUM.REPET. MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%
1 2 1SO 02 3 95.833333 95.833333 a A

2 1 1SO 193 3 91.666667 91.666667 a A

3 4 1SO 04 3 91.666667 91.666667 a A

4 3 1SO 03 3 72.916667 72.916667 b B

MEDIAS SEGUIDAS POR LETRAS DISTINTAS DIFEREM ENTRE SI AO NIVEL DE SIGNIFICANCIA INDICADO
D.M.S. 5% = 12.48464 - D.M.S. 1% = 17.08714



TESTE DE TUKEY PARA MEDIAS DE INDICE

NUM.ORDEM NUM.TRAT. NOME NUM.REPET. MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%

1 14 92 5 90.000000 100.000000 a A

2 15 03 5 40.554379 42.272042 b B

3 4 193 5 35.870718 34.334721 bc BC

4 1 04 5 32.461969 28.808955 bcd BCD

5 11 2543 5 22.544254 14.699322 cde CDE
6 12 2986 5 22.173190 14.243647 cde CDE
7 6 2018 5 20.490002 12.253079 de CDE
8 13 2335 5 19.485413 11.126688 de CDE
9 7 2334 5 17.561121 9.103680 de DE
10 10 2636 5 15.776761 7.392417 e DE
11 9 2547 5 14.672084 6.415414 e

12 8 3923 5 13.993565 5.847351 e E
13 5 3882 5 13.207643 5.220346 e E
14 2 2681 5 11.210768 3.779864 e E
15 3 2060 5 9.426408 2.682411 e E

MEDIAS SEGUIDAS POR LETRAS DISTINTAS DIFEREM ENTRE SI AO NIVEL DE SIGNIFICANCIA INDICADO
D.M.S. 5% = 15.21198 - D.M.S. 1% = 17.58505

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. VALOR F PROB.>F
INDICE 14 28221.0451885 2015.7889420 43.5555 0.00001
RESI1DUO 60 2776.8536391 46.2808940

TOTAL 74 30997.8988276




120

T T T T
o o o o
[s) © <t N

100

(%) edusoq ap 901pu|

Isolado



