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REVISÃO DE LITERATURA 

1. Família Alliaceae 

A família Alliaceae compreende 13 gêneros e 645 espécies, incluindo hortaliças 

cultivadas e ornamentais de importância econômica tais como o alho (Allium sativum 

L.), a cebola (A. cepa L.), a cebolinha (A. fistulosum L.) e o alho-poró (A. 

ampeloprasum var. porrum (L.) J. Gay) entre outras (Boiteux & Melo, 2004). Esta 

família é caracterizada por espécies bianuais e geófitas, desprovidas de caules ou com 

caules curtos e intumescidos. O caule forma, algumas vezes, bulbo e rizomas tuberosos 

envolvidos por bainha, com folhas basais que podem ser lineares, filiformes, 

lanceoladas ou ovaladas (Rahn, 1998). As flores são hermafroditas e actinomorfas com 

um odor peculiar que é uma característica da maioria dos representantes da família 

(Wasum et al., 2007). 

2. Gênero Allium 

O gênero Allium é o mais numeroso da família Alliaceae, contendo 

aproximadamente 55 espécies herbáceas que apresentam órgãos subterrâneos de 

reserva. As espécies desse gênero são bastante difundidas em todo o mundo 

distribuindo-se do Círculo Polar Ártico até Europa, Ásia, América do Norte e África 

(Rahn, 1998). Dentre essas, 11 são usadas como hortaliças nas quais as partes 

comestíveis são os bulbos e/ou folhas (Almeida, 2006). Inicialmente, o gênero Allium e 

outros relacionados foram classificados dentro da família Liliaceae (Melchior, 1964). 

Mais tarde, este grupo foi transferido para a família Amaryllidaceae. Dados moleculares 

baseados em marcadores RAPD e na seqüência de segmentos do DNA do cloroplasto 

revelaram uma relação monofilética entre as espécies do gênero Allium e diferenças 

significativas permitiram classificá-las dentro de uma família distinta, a Alliaceae 

(Fritsch & Friesen, 2002). 
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3. Cultivo e domesticação das principais hortaliças do gênero Allium 

As espécies do gênero Allium são amplamente difundidas em todo o mundo. A 

cebola (A. cepa) tem sido cultivada a mais de 5000 anos, sendo uma das mais antigas 

hortaliças empregadas na dieta humana. A cebola e o alho (A. sativum) são originárias 

da Ásia Central (Turquia, Afeganistão, Paquistão, nordeste da China e Mongólia). A 

domesticação dessas espécies foi relatada nas regiões montanhosas da Turcomênia, 

Uzbequistão, Afeganistão e Paquistão. Atualmente, são desconhecidas espécies 

silvestres de cebola (Brewster, 1994). O alho-poró apresenta uma situação distinta, pois 

plantas selvagens de A. ampeloprasum são encontradas desde Ásia Menor até o leste do 

Irã, esporadicamente na Califórnia e em outras regiões da América e do continente 

europeu. A cebolinha (A. fistulosum) foi historicamente a principal cultura do gênero 

Allium em países do continente asiático tais como China e Japão, aonde vem sendo 

utilizada a mais de 2000 anos (Almeida, 2006; Brewster, 1994; Fritsch & Friesen, 

2002). A cebolinha foi domesticada provavelmente no noroeste da China e a maior 

variabilidade morfológica pode ser encontrada na China, na Coréia e no Japão (Friesen 

et al., 1999). 

4. Importância econômica de hortaliças do gênero Allium 

4.1. Cebola (A. cepa) 

A cebola está entre as hortaliças de maior importância econômica no mundo 

juntamente com o tomate e a batata. Esta hortaliça apresenta grande difusão no mundo 

devido a sua variada utilização in natura, bem como em forma de tempero e de 

condimento. Além de ser uma especiaria cosmopolita, a cebola é também muito 

utilizada na culinária regional do Brasil (Boiteux & Melo, 2004; Filgueira, 2008). A 

cebola é uma planta monocotiledônea herbácea de ciclo vegetativo bienal. É valorizada 

pelo seu sabor e aroma distintos, constituindo uma importante fonte de carboidratos, 

incluindo açúcares simples e, além disso, quase não apresenta gordura (Almeida, 2006). 

A China, os Estados Unidos e a Turquia são os maiores produtores mundiais, estando o 

Brasil em sétimo lugar (FAOSTAT, 2009). O cultivo da cebola vem crescendo ao longo 

dos anos no Brasil. A produção nacional de cebola atingiu em 2009 a marca de 

1.511.853 toneladas, ocupando a terceira posição no ‘ranking’ nacional de hortaliças, 
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ficando atrás apenas do tomate e da batata. A área cultivada de cebola no mesmo ano foi 

de 66.013 hectares. No entanto, os níveis de produtividade ainda permanecem baixos, 

em torno de 23 t/ha. A região Sul do país é responsável por aproximadamente 67% da 

produção brasileira com destaque para os Estados de Santa Catarina e Rio Grande do 

Sul. Uma significativa expansão na produção foi observada em anos recentes na região 

Centro-oeste e no Cerrado mineiro, em especial, em São Gotardo-MG (IBGE, 2011; 

Embrapa, 2011). 

4.2. Alho (A. sativum) 

O alho é utilizado no mundo todo como tempero e também como planta 

medicinal. Pode ser comercializado seco ou desidratado e é consumido normalmente 

cozido (Almeida, 2006). É uma planta tenra que apresenta folhas alongadas e estreitas, 

sendo a parte utilizável o bulbo, que é composto por bulbilhos, os quais são ricos em 

amido e substâncias aromáticas com valor condimentar, medicinal e nutricional 

(Filgueira, 2008). No Brasil, a cultura do alho é de extrema importância devido à área 

cultivada e por utilizar muita mão-de-obra ao longo da produção. Isso faz com que a 

cultura figure entre as principais hortaliças cultivadas (Mota et al., 2005). A China é o 

país que mais produz, detendo 85% da produção total e é também o que mais exporta. A 

Rússia e os Estados Unidos também se destacam no cenário mundial. No Brasil, a área 

plantada no ano de 2009 foi de 10.063 ha e a produção de 86.752 toneladas (IBGE, 

2011). O país ainda não supre toda a necessidade do mercado interno já que importa 

alho da Argentina e da China. A maior parte da produção nacional se concentra na 

região Sul. O segundo lugar é ocupado pela região Sudeste que detém 25.669 toneladas 

do total produzido no país. O Centro-Oeste tem tido grande avanço no cultivo de alho 

nos últimos anos, destacando-se o estado de Goiás. O estado de Minas Gerais é o que 

apresenta a maior produção devido à maior produtividade das lavouras neste local. 

(IBGE, 2011; Embrapa, 2011). 

4.3. Alho-poró (A. ampeloprasum var. porrum) 

4 



A cultura do alho-poró, dentre as Aliáceas, é a menos utilizada no mercado 

nacional para consumo in natura. No entanto, a demanda da agroindústria é crescente. 

A planta é fenotipicamente muito similar ao alho sendo, no entanto, mais vigorosa, com 

folhas mais largas e mais alongadas de coloração verde-escura. É caracterizada pelo 

longo pseudocaule, que pode ser estiolado tornando-se branco e a base da planta com 

bulbo simples, um dos fatores que o difere do alho comum (Filgueira, 2008). A 

produção brasileira de alho-poró, em 2006, foi de 5.864 toneladas. O Sudeste é a maior 

região produtora. No estado de São Paulo concentra-se quase 50% da produção total, 

ficando em segundo lugar o Rio de Janeiro (IBGE, 2006; Embrapa, 2011). 

4.4. Cebolinha (Allium fistulosum) 

A cebolinha pertence ao mesmo subgênero ou seção botânica da cebola. 

Apresenta morfologia semelhante a da cebola, contudo é menor e produz bulbos mais 

finos e compridos, que originam uma touceira devido ao intenso perfilhamento. Essa 

hortaliça é bastante rústica sendo pouco exigente em solo e clima, além disso, adapta-se 

a uma ampla faixa de temperaturas (Almeida, 2006; Filgueira, 2008). Dados do IBGE, 

2006, revelam que a produção de cebolinha foi de 99.952 toneladas distribuídas em 

42.391 estabelecimentos rurais (Embrapa, 2011). 

5. Doenças em Aliáceas 

Dentre os fatores que podem ocasionar perdas nas culturas do alho e da cebola, 

as doenças figuram como um dos mais importantes. Bactérias, vírus e nematóides 

podem infectar as culturas e causar doenças. No entanto, a maioria delas é causada por 

fungos tais como Puccinia porri (ferrugem), Glomerella cingulata (antracnose), 

Peronospora destructor (míldio), Botrytis squamosa (queima das pontas) e outras. Entre 

as doenças fúngicas, a mancha-púrpura, cujo agente causal é o fungo Alternaria porri, 

se destaca pela ocorrência em todas as regiões do Brasil onde se cultivam alho e cebola 

e por causar danos à produção de até 70% (Massola Jr et al, 2005; Miller & Lacy, 1995) 

. 
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5.1. Mancha-púrpura ou queima das folhas das aliáceas 

A mancha-púrpura já foi relatada afetando cebola (A. cepa), alho (A. sativum), 

alho-poró (A. ampeloprasum) e cebolinha (A. fistulosum) em todas as regiões do mundo 

onde estas hortaliças são cultivadas (Miller & Lacy, 1995). O fungo Alternaria porri 

(Ellis) tem sido citado como principal agente causal da mancha-púrpura. A doença é 

mais severa em áreas de clima quente e úmido. No Brasil é uma das mais importantes 

doenças de parte aérea do alho e da cebola, pois reduz drasticamente a produção e a 

conservação dos bulbos (Massola Jr et al., 2005). Além disso, a mancha púrpura causa 

grandes prejuízos aos produtores podendo levar a perdas de 50 a 100% (Reis & Henz, 

2009). Os sintomas iniciais surgem nas folhas e nas hastes (escapos) florais como 

pequenas pontuações (2-3 mm), com aparência aquosa e formato irregular que 

rapidamente desenvolvem um centro de coloração esbranquiçada. Com a evolução da 

doença e sob condições favoráveis, as lesões aumentam de tamanho e adquirem cor 

púrpura, contendo anéis concêntricos mais escuros correspondentes às frutificações do 

fungo. As lesões podem, ainda, apresentar um halo amarelo. O coalescimento das 

manchas induz sintomas de enrugamento e murcha das folhas (Figura 1). Podem ocorrer 

queimas restritas as pontas das folhas quando o ataque da doença começa na 

extremidade superior da lamina foliar (Massola Jr et al, 2005; Miller & Lacy, 1995; 

Reis & Henz, 2009). Os bulbos, quando infectados durante o ciclo de cultivo e/ou 

colheita, apresentam podridão semi-aquosa e enrugamento de suas escamas frescas. Os 

tecidos afetados ficam com coloração amarelada resultante de um pigmento liberado 

pelo patógeno que se difunde nas escamas tornando-se vermelhos com o tempo. Com o 

desenvolvimento do micélio do fungo nos bulbos afetados estes ficam com coloração 

bem escura. Geralmente, algumas escamas mais superficiais são atacadas pelo 

patógeno, no entanto, às vezes, o ataque pode ocorrer no bulbo inteiro (Massola Jr et al, 

2005). 

5.2. Agente causal da mancha-púrpura 

Alternaria porri (Ellis) apresenta conidióforos dispostos em grupo ou solitários, 

retos ou flexionados, septados de coloração palha a marrom claro com uma ou mais 

cicatrizes bem distintas. Os conídios, são formados solitariamente no ápice do 
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conidióforo, são curvos ou retos e obclavados, podendo conter septos longitudinais e 

transversais. Os conídios apresentam rostro de tamanho variável, simples ou bifurcado. 

A forma sexuada ainda não foi encontrada na natureza (Miller & Lacy, 1995; Simmons, 

2007; Massola Jr et al., 2005). A sobrevivência da A. porri de um cultivo para o outro 

se dá pela forma de micélio ou esporos em restos culturais. Em condições de alta 

umidade relativa ocorre profusa esporulação sobre os restos de cultura. Os esporos são 

disseminados pelo vento, água de irrigação, respingos de chuva e, dessa forma, atingem 

facilmente as folhas das plantas em desenvolvimento no campo. Uma vez sobre os 

esporos germinam, formam apressório e penetram diretamente, através de ferimentos ou 

ainda pelos estômatos. A temperatura ótima para desenvolvimento da doença é 21 a 30º 

C. Folhas mais velhas são mais suscetíveis quando comparadas às folhas novas. Essas 

últimas contêm camadas mais espessas de cutícula o que dificulta penetração do fungo. 

Uma epidemia em lavouras novas pode se iniciar com inóculo vindo de plantações 

próximas carregado pelo vento. Ferimentos causados por insetos como Thrips tabaci 

servem de porta-entrada para o patógeno. A semente pode também estar infectada pelo 

fungo, porém, a relevância epidemiológica dessa forma de disseminação ainda não está 

bem definida (Agrios, 2005; Massola Jr et al, 2005; Reis & Henz, 2009). 

5.3. Controle da mancha-púrpura 

O controle da mancha-púrpura é dependente do uso de fungicidas, uma vez que 

a maioria das cultivares comerciais no Brasil não apresentam níveis de resistência 

desejáveis. Rotação de culturas, eliminação de restos culturais contaminados, aração 

profunda, diminuição do período de molhamento foliar, boa drenagem do solo e menor 

densidade de plantas ajudam na redução do inóculo em condições de cultivo (Massola Jr 

et al, 2005). É possível realizar a prevenção da doença com fungicidas à base de 

mancozeb, chlorothalonil, propineb, iprodione e azoxistrobin (MAPA, 2011). É 

recomendada a rotação de ingredientes ativos, visando evitar o surgimento de isolados 

com tolerância aos diferentes produtos (Reis & Henz, 2009). Nos últimos anos, 

produtores de alho e cebola vêm se deparando com grandes dificuldades em relação ao 

controle da mancha-púrpura. Esse problema pode estar relacionado a falhas na 

metodologia de aplicação de fungicidas, modificações na população do patógeno 

(condicionadas pelo uso intensivo de fungicidas específicos) ou os dois fatores atuando 
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conjuntamente. No tocante à forma de aplicação do fungicida, é necessário haver boa 

cobertura aderência do produto ás folhas das plantas. As folhas de alho e cebola são 

estreitas e eretas, além de conterem uma quantidade mais elevada de cera, o que 

dificulta a adesão do produto na superfície; o uso, portanto, de um espalhante adesivo 

auxiliaria na eficiência do controle químico. Em relação a mudanças na população do 

fungo, para evitar o surgimento de resistência deve-se seguir corretamente as dosagens 

indicadas pelo fabricante e o controle não deve ser baseado em apenas um princípio 

ativo (Reis & Henz, 2009). Domingues et al. (2004) testaram diversos ingredientes 

ativos na cultivar de alho Roxo-Pérola e constataram níveis de controle pela aplicação 

de fungicida variando de 53,4% a 82,5%. Os fungicidas estrobilurinas azoxystrobin e 

kresoxin methyl foram aqueles que mais se destacaram. Tebuconazole, iprodione e 

pyrimethanil também obtiveram um bom desempenho em relação ao controle da 

doença. Outro trabalho desenvolvido por Palangana et al. (2008), visando controlar a 

mancha púrpura na cultura da cebola observou que tetraconazol proporcionou as 

melhores produções e eficiência de controle nas dosagens de 50, 75, 100 e 200 mL i.a/ 

100L. 

Figura 1: Sintomas de mancha púrpura em alho (A) e cebola (B) 

6. O gênero Alternaria 

6.1. Origem e taxonomia 

Alternaria é um gênero de fungos cosmopolitas, sendo que muitas espécies estão 

presentes no solo como saprófitas associadas com partes mortas de plantas. Esses 

fungos se desenvolvem em condições típicas de regiões tropicais, caracterizadas por 

clima quente e úmido e ainda são resistentes a baixas temperaturas ou temperaturas 
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elevadas. Essa grande adaptabilidade torna as espécies de Alternaria tolerantes a 

ambientes desfavoráveis, o que explica a ocorrência do patógeno mundialmente (Rotem, 

1994). Os fungos deste gênero fazem parte também da microbiota aérea e podem estar 

presentes em sementes. Esses organismos podem também ser encontrados em poeira 

doméstica o que caracteriza o gênero como um alergênico importante. Estão incluídas 

no gênero, espécies parasitas de uma flora diversificada de plantas cultivadas e daninhas 

(Simmons, 1995). Representantes desse gênero são abundantes em tecidos de plantas 

tanto vivas como em decomposição e as espécies mais bem conhecidas são parasitas 

invasivos e patógenos de inúmeros exemplares de plantas em todas as regiões habitáveis 

do planeta (Simmons, 2007). As estimativas do número de espécies do gênero variam 

muito, além disso, os dados específicos são difíceis de avaliar devido à proliferação de 

sinônimos nomenclaturais de validação duvidosa (Simmons, 2007). O gênero Alternaria 

é mitospórico cuja forma sexual da maioria das espécies ainda não é conhecida. (Rotem, 

1994; Simmons 1995). O gênero foi descrito em 1816 por Nees, sendo Alternaria 

alternata a espécie-tipo (Rotem, 1994). Todos os teleomorfos conhecidos de Alternaria 

são membros do gênero ascomiceto Lewia Barr & Simmons (Simmons, 2007) e 

somente em seis, dentre muitas outras espécies de Alternaria e relacionadas, foi 

encontrado o estágio sexual (Simmons, 1986; 1990; Hawksworth et al., 1995). Lewia 

está enquadrado na divisão Ascomycota, classe Ascomycetes, ordem Pleosporales, 

família Pleosporaceae (Rotem, 1994; Simmons 1995). 

6.2. Morfologia e morfometria do gênero Alternaria 

As espécies de Alternaria apresentam conídios muriformes, de coloração escura, 

tipicamente obclavados, algumas vezes com pontas abruptamente afiladas, formando 

um rostro na extremidade distal. Os conídios podem ser formados em cadeias simples 

ou ramificadas ou ainda solitariamente. Algumas espécies têm falsos rostros que 

resultam da germinação do conídio funcionando como célula conidiogênica para o 

conídio seguinte de uma cadeia germinativa (Ellis, 1971). Apenas a parede interna da 

célula conidiogênica participa da formação dos conídios (conidiogênese politrética). Os 

conidióforos são solitários, eretos ou subdecumbentes, septados, simples ou 

ramificados, escuros e, muitas vezes, geniculados; a ponta do conidióforo possui o 

mesmo diâmetro de suas outras células (Simmons, 1995). 
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A classificação e identificação de espécies de Alternaria se baseiam 

principalmente em características morfológicas de conídios e padrões de conidiogênese. 

Usando esse critério, as espécies têm sido descritas e muitas foram colocadas em um 

dos vários grupos de espécies com base em características comuns de esporulação 

(Simmons, 1992). Este autor organizou o gênero em número de espécies-grupo cada 

qual com suas espécies representativas. Por exemplo, o grupo da alternata incluiu 

espécies com esporos em cadeia pequenas assim como ocorre em A. alternata; já o 

grupo da porri abrange espécies que contém esporos largos, com rostros longos e não 

dispostos em cadeia como o de A. porri. Outros grupos de espécies incluem o grupo 

cheiranthi que é composto pelas espécies que apresentam conídios grandes, escuros ou 

pigmentados que perdem o rostro proeminente e são produzidos solitariamente ou em 

cadeia com dois ou, raramente, três conídios. Há ainda os grupos-específicos 

brassissicola, infectoria e tenuissima (Simmons, 1995). 

As espécies podem ser separadas pela morfologia do conídio; disposto em cadeia 

ou solitário; e segregadas em diversos grupos de acordo com o número de esporos 

contidos na cadeia. A existência ou não de cadeia é bastante influenciada pelas 

condições de crescimento, ou seja, estando o patógeno em meio de cultura ou na 

hospedeira. Por exemplo, A. brassicae quase nunca forma cadeia na planta, no entanto, 

forma pequenas cadeias em cultura (Rotem, 1994). A presença de conídios dispostos em 

cadeia é uma das muitas normas empregadas na identificação de espécies, assim como 

forma do conídio, septação e tamanho, a característica do rostro do conídio, as 

dimensões dos conidióforos, a gama de hospedeiras de espécies patogênicas e 

propriedades fisiológicas específicas (Neegard, 1945). Para a identificação de espécies 

individualmente, alguns critérios morfológicos são mais importantes do que outros, 

como, por exemplo, o aspecto do rostro auxilia a distinguir claramente espécies 

diferentes, porém não separa espécies similares. Por outro lado, a dimensão do corpo do 

esporo, incluindo o rostro, é considerada a característica de maior relevância de 

determinadas espécies. A largura do conídio na parte mais larga aparenta ser menos 

importante do que o comprimento, sendo que conídios de inúmeras espécies apresentam 

largura semelhante, mas variam bastante no comprimento; assim como no caso do 

comprimento dos conidióforos (Rotem, 1994). 

Neegard (1945) baseando-se na formação de cadeias separou as espécies em três 

grandes grupos, Longicatenatae (conídios formados em cadeias longas sem rostro ou 
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com rostro pequeno como em A. alternata); Brevicatenatae (conídios em cadeia de 3 a 

5 esporos com rostros bastante curtos a muito longo, como em A. tenuissima) e 

Noncatenatae (conídios solitários e normalmente sem rostro como em A. helianthi e 

raramente com rostros longos como em A. solani). 

Outros gêneros fúngicos, como Stemphylium, Ulocladium e Macrosporium 

também possuem conídios muriformes e escuros (Elliot, 1917; Simmons, 1967; 

Wiltshire, 1933), a morfologia desses conídios são semelhantes aos de algumas espécies 

de Alternaria e a similaridade no tamanho e forma entre membros desses gêneros têm 

complicado a classificação de certas espécies bem como a identificação prática de 

alguns membros fitopatogênicos dos gêneros (Pryor & Gilbertson, 2000). 

6.3. Espécies de Alternaria 

As espécies de Alternaria são parasitas de plantas vivas bem como saprofíticas 

em substratos orgânicos. Há grande variação morfológica entre os membros do gênero. 

As espécies patogênicas a culturas com grande importância econômica apresentam 

diferenças morfológicas entre si (Rotem, 1994; Simmons, 2007). Abaixo serão listadas 

algumas dessas espécies com importância agronômica e suas características 

morfológicas. 

Alternaria alternata produz cadeias com até 20 conídios. Os primeiros 

usualmente permanecem longos e elípticos até a maturação; os demais conídios 

produzidos depois se tornam ovóides e elipsóides. Os conídios elípticos produzidos 

inicialmente têm 25-30 x 5-9 µm, com 4-7 septos transversais e pouco ou nenhum septo 

longitudinal. Os esporos produzidos mais tarde apresentam 7-25 x 5-12 µm, com 1-7 

septos transversais e quase nenhum longitudinal. Os conídios surgem oliváceos em uma 

massa verde ou marrom acinzentada quando examinados em ácido lático; eles perdem o 

tom esverdeado em poucos dias e exibem um tom pálido a amarelo-dourado (Simmons, 

2007). 

Já A. dauci apresenta conidióforos eretos com comprimento de 30-100 µm e 

largura de 5-7 µm. Os esporos são predominantemente solitários, entretanto um conídio 

primário pode ocasionalmente formar um conidióforo robusto secundário e um 

subsequente conídio secundário com um rostro estreito. Os conídios mais jovens têm 

formato ovóide e não chegam a medir 20 µm; o primeiro septo transversal é formado ao 
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mesmo tempo do rostro estreito apical com até 50 µm de comprimento. O alargamento 

do conídio e a extensão do rostro permanecem simultâneos até que uma alta 

porcentagem de conídios alcance um tamanho de 65-115 x 15-22 µm (corpo do conídio) 

e com um rostro principal de 200-275 µm. O formato dos conídios maduros é de 

elipsóide longo a obclavado com 8-13 septos transversais e geralmente um ou às vezes 

2 ou 3 longitudinais. A coloração do conídio vai de amarelado à marrom escuro 

(Simmons, 2007). 

A espécie A. tenuissima, por sua vez, produz conídios em cadeia, os primeiros 

possuem formato cônico da metade para baixo; somente septos transversais estão 

presentes nesses esporos que normalmente não ultrapassam 50 µm x 8 µm. Os conídios 

secundários são adicionados na cadeia e apresentam o corpo do conídio com rostro 

cônico longo, com todas as unidades exibindo esta característica. Os esporos maduros 

que contém somente septos transversais alcançam um tamanho de 32-45 µm x 11-13 

µm. Os esporos muriformes ovoides com septos chegam a 32-45 µm x 14-18 µm. Os 

conídios obclavados, muriformes e septados contém 40-60 µm x 16-18 µm. O máximo 

comprimento de um conídio com um rostro cônico longo bem desenvolvido é de 64-72 

µm. A coloração deles é dourado médio e apresentam ornamentações pontuais. Muitos 

representativos desta espécie são confusamente identificados com A. alternata 

(Simmons, 2007). 

Ainda segundo Simmons (2007), os conídios de A. longipes são estreitos ovóides 

ou elipsoides, produzidos em cadeias simples com 10 a 15 conídios sem ramos laterais 

ou com 1-3 ramos de 1-7 conídios. Essas cadeias de conídios são muito abundantes. O 

corpo do conídio mede de 12 a 48 µm de comprimento por 5 a 14 µm de largura, com 3-

8 septos transversais em nenhum longitudinal ou somente 1 ou 2. Os conidióforos 

primários chegam a medir 500 µm e são abundantes. O conídio terminal contém um 

conidióforo apical secundário que é septado e mede 30 x 3 µm. O conídio pode ser 

ornamentado ou liso e com coloração marrom oliva e não apresenta rostro. 

Em A. porri a morfologia dos conídios é bastante variável. Os mais jovens 

apresentam formato ovóide, podendo ser mais amplos ou quase cilíndricos com uma 

célula apical bastante arredondada ou cônica, dispersados em hifas aéreas menores. Os 

conidióforos alcançam um tamanho de 140-175 x 8-10 µm, são robustos, geniculados 

com 1 a 2 sítios conidiogênicos e ramificados. Os conídios são solitários, produzindo 

longos rostros com forma de cone quando totalmente desenvolvidos. Esses rostros 
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produzidos em meio de cultura V8 são simples frequentemente com uma ramificação e 

raramente com duas; diminui rapidamente da largura da base. Os conídios contêm de 8 

a 12 septos transversais e um longitudinal do 4° ao 7° segmento transversal. Os conídios 

com rostros simples alcançam 70 a 105 µm de comprimento e 19 a 24 µm de largura, 

somente o corpo, e o rostro pode ter de 95 a 160 µm. Já os que apresentam rostro 

ramificado alcançam 80-90 x 21µm com uma extensão do corpo cônico de 40-50µm 

antes de a ramificação ocorrer; os ramos têm de 100 a 115 µm de comprimento. A 

septação dos conídios é conspícua, o septo mais distante permanece visível com a 

inserção dos muitos septos transversais e poucos longitudinais. O principal septo 

transversal apresenta uma leve constrição em relação ao corpo do conídio e uma espessa 

quando comparado a matriz do septo mais distante. A coloração do conídio é de marrom 

médio a claro. As paredes exteriores são lisas ou às vezes com pontuações gerais 

(Simmons, 2007). 

No Brasil, a espécie A. porri é a que normalmente tem sido relatada como 

causadora de doenças em plantas do gênero Allium. No entanto, segundo Simmons 

(2007) outras espécies infectam aliáceas no mundo como: Alternaria vanuatuensis, A. 

alli, A. ascaloniae, A. cepulicola, A. iranica, A. palandui, A. pranosis, A. puctatum e A. 

tenuissima var. alliicola. Essas espécies apresentam entre si pequenas diferenças 

morfológicas e foram todas relatadas em hospedeiras pertencentes ao gênero Allium. 

Alternaria porri e A. alli são as únicas que contém bifurcação no rostro do conídio, 

sendo que na última pode haver até seis ramificações no rostro, característica 

fundamental que separou morfologicamente esta espécie de A. porri. Os esporos de A. 

iranica, por sua vez, são mais compridos que o de A. porri e apresentam mais de uma 

constrição ao longo deles, o comprimento do conídio vai de 80 a 110 µm e a largura de 

17 a 29 µm, pode conter de 8 a 12 septos transversais um rostro maior que 100 µm. A 

esporulação de A. prasonis em meio de cultura constitui-se de pequenos aglomerados de 

cadeias ramificadas de conídios, as hifas aéreas se espalham por toda a colônia 

produzindo cadeias curtas ramificadas e os conídios são nitidamente menores quando 

comparados às demais espécies. Alternaria vanuatuensis forma conídios robustos com 

formato amplo, longo-ovóide quando maduros e os rostros, que vão de 72 a 96 µm, 

possuem praticamente o mesmo tamanho do corpo do conídio que pode apresentar de 

80 a 88 µm de comprimento e uma largura de 18 a 26 µm (Simmons, 2007). 
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7. Caracterização molecular de populações de fungos 

As populações de patógenos estão em constante adaptação às mudanças no meio 

ambiente para sobreviver. Nos ecossistemas agrícolas, tais mudanças e adaptações 

podem incluir a introdução de novos genes de resistência de planta hospedeira, 

aplicações de fungicidas e fertilizantes químicos, sistemas de irrigação e rotações de 

cultura. Nesse contexto, é importante desenvolver ferramentas de pesquisa que 

permitam monitorar essa habilidade dos patógenos em evoluir já que os sistemas 

agrícolas impõem forte seleção direcional sobre essas populações. Este conhecimento é 

importante porque as estratégias de controle devem ter não um indivíduo, mas sim uma 

‘população alvo’ do patógeno para serem eficazes (McDonald, 1997). 

Muitos fatores podem contribuir para modificações genéticas dentro das 

populações de fungos, como por exemplo, mutações, sistemas de reprodução, fluxo 

gênico ou migração, tamanho da população e seleção. A estrutura genética se refere à 

quantidade e distribuição da variação de genes dentro e entre esses grupos 

populacionais. Definir a estrutura genética populacional é, logicamente, o primeiro 

passo em estudos genéticos sobre fungos. A estrutura de uma porção de indivíduos 

reflete sua história evolutiva, bem como seu potencial para evoluir, já que ela é 

resultado da seleção natural que é revelada pela variação da composição genética entre 

os indivíduos (McDonald, 1997; McDonald & Linde, 2002). Hospedeiros e patógenos 

estão engajados em uma constante luta: os primeiros evoluindo para escapar da infecção 

dos patógenos e estes, por sua vez, se adaptando para vencer as defesas do hospedeiro 

(Aguileta, 2009). A distribuição espacial do hospedeiro e dos patógenos, bem como os 

fenótipos de resistência têm fornecido informações valiosas sobre a adaptação local ou 

inadaptação e, assim, sobre os processos de co-evolução (Kaltz et al., 1999; Burdon & 

Thrall, 2000; Laine, 2006; Sicard et al., 2007). Tratando-se de uma perspectiva 

evolucionária, o estudo da dinâmica populacional dos fungos patogênicos de plantas na 

região dos trópicos é um assunto de pesquisa interessante, considerando o elevado 

número de ciclos de vida do patógeno ao longo do ano e a ausência de condições 

ambientais adversas que podem levar à redução drástica da população (Lourenço Jr et 

al., 2009). Como é comum na maioria dos organismos, fungos fitopatogênicos 

dependem também dos processos de migração e recombinação de genes como melhor 

fonte de variação da base genética. Dentro das espécies, o fluxo gênico entre as 
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populações suplementa esses processos como a disseminação de propágulos de uma 

área epidemiológica para outra ou de uma estação de cultivo à outra. Estudos de uma 

grande variedade de patógenos fúngicos têm destacado a importância de alguns desses 

mecanismos por trás dos grandes agrupamentos como fonte de diversidade (Burdon et 

al., 1997). 

As plantas em agroecossistemas são usualmente cultivadas em grandes grupos 

que apresentam estrutura genética uniforme, que contribui para aumentar a 

disponibilidade de recursos do hospedeiro para certas raças do patógeno, 

proporcionando a ampliação do tamanho da sua população (Barret et al., 2008). Essas 

populações grandes, além de serem menos endógamas que populações menores, 

aumentam a diversidade genética pelo acúmulo de mutações, em conseqüência, o 

patógeno reage mais rápido à introdução de medidas de controle, como a utilização de 

novos fungicidas ou genes de resistência (Stukenbrock & McDonald, 2008). 

Os métodos comumente utilizados para avaliar a variação nas populações 

incluem análises de virulência, compatibilidade vegetativa além de análises bioquímicas 

e moleculares (Leslie et al., 1996; Leung et al., 1993; Milgrooom et al., 1997; Van Der 

Waals, 2004). A escolha do marcador genético pode ter um impacto relevante na análise 

e interpretação dos dados. Até a metade da década de 1980, havia disponível para 

estudo de populações, marcadores de origem morfológica ou patológica, ou ainda 

aloenzimas. Para os fitopatógenos, costumava-se fazer inferências baseando-se na 

variabilidade de virulência observada dentro e entre as populações. Atualmente, 

diversos métodos estão disponíveis para detecção na variação da sequência de DNA 

qualquer que seja o organismo, pois as técnicas moleculares são mais vantajosas por 

serem aplicadas a quaisquer organismos cujas amostras de DNA de qualidade possam 

ser obtidas (Brown, 1996; McDonald & McDermott, 1993). A integração entre 

bioinformática e técnicas de genética molecular de populações é um caminho para 

analisar grupos de fungos que não apresentam etapa sexual conhecida, em particular 

aqueles que compõem conjuntos complexos de espécies ou linhagens (Taylor et al., 

1999). 

8. Análises filogenéticas em fungos 
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A sistemática molecular tem revolucionado a visão sobre a evolução dos fungos. 

Recentes esforços de seqüenciamento em larga escala resultaram em filogenias multi-

loci bastante amplas que melhoraram significativamente o entendimento de relações 

filogenéticas entre fungos (Binder & Hibbett, 2002; Lumbsch et al ., 2004; Lutzoni et 

al ., 2004; James et al ., 2006). A disponibilidade de numerosas sequências de genoma de 

fungos fornece um grande número de genes que poderiam ser utilizados para filogenias 

robustas. No entanto, existem várias espécies cujo genoma não é completamente 

sequenciado. Neste caso, apenas um número limitado de fragmentos de DNA pode ser 

seriam também úteis na filogenia de espécies ainda não sequenciadas completamente 

(Aguileta, 2008). 

Diversos fatores podem influenciar o desempenho de um gene em particular no 

desenvolvimento de uma filogenia robusta e válida, como o seu comprimento, sua taxa 

e modo de evolução e sua história demográfica e seletiva (Aguileta, 2008). A 

identificação de uma quantidade pequena de genes suficientes para construir uma 

filogenia robusta proporcionará uma economia nos custos e promoverá maior precisão. 

Além disso, irá permitir uma homogeneização do conjunto de dados que serão úteis na 

construção de árvores (Aguileta, 2008; Lutzoni et al .,2004). 

Análises de sequências do DNA ribossomal (rDNA) tornaram-se comuns na 

sistemática moderna e vem sendo utilizada para estabelecer relações de filogenia 

molecular dentro de muitos grupos de fungos (Miyamoto & Cracraft, 1991; Moritz & 

Hillis, 1990; White et al ., 1990). De fato, as regiões genômicas mais utilizadas 

atualmente em análises de DNA para estudos em micologia em níveis abaixo do gênero 

e, portanto para identificação de espécies são as relacionadas ao rRNA (Horton & 

Bruns, 2001; Bridge et al .,2005) tais como o espaçador interno transcrito (internal 

transcribed spacer- ITS); 18S, o 28S, e o espaçador intergênico (Intergenic spacer 

IGS); além do genoma mitocondrial (mt SSU- e mtLSU-

Large mitochondrial subunit); assim como os genes que codificam proteínas como RNA 

polimerases (RPB1 e RPB2 -tubulina e actina- ambém são utilizados para 

filogenia molecular em fungos os loci, ATP-sintase (ATP6), e fator de elongação EF1-

(TEF1 e glyceraldenyde-3-phosphate dehygrogenase gpd (Schimitt et al., 2009). 
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Os genes nucleares rDNA existem como uma família de genes, presentes em 60 

a 220 cópias em um genomas haplóide de fungo. Essas cópias constituem sequências de 

DNA altamente similares organizadas lado a lado. Os quatro genes do RNAs 

ribossômicos com diferentes níveis de sedimentação (5S, 5.8S, 18S e 28S) fazem parte 

de uma mesma unidade de transcrição. Em cada unidade de transcrição, as regiões 

codificadoras são separadas por regiões espaçadoras internas (Internal transcribed 

spacer = ITS). A região ITS 1 separa os transcritos para os genes 18S, 5.8S e o ITS 2 

separa os transcritos para os genes 28S e 5.8S (Figura 2). Essas unidades são separadas 

por regiões espaçadoras intergênicas (Intergenic Spacers =IGS). As regiões 

codificadoras são altamente conservadas entre diferentes espécies e gêneros, enquanto 

as regiões ITS e IGS apresentam maior variabilidade de sequência, sendo bastante 

utilizadas em estudos de sistemática molecular (Vilgalys & Gonzales, 1990; Ferreira & 

Grattapagila, 1995; Berthier et al., 1996). 

9. Análises filogenéticas no gênero Alternaria 

A região ITS vem sendo usada para estabelecer relações filogenéticas entre 

espécies de Alternaria que produzem toxinas específicas a hospedeiras (Kubaba & 

Tsuge, 1995) ou que são patogênicas em crucíferas (Jasalavich et al., 1995) bem como 

outras espécies pertencentes a ordem Pleosporales (Khashnobish & Shearer 1996; 

Morales et al., 1992; Morales et al.,1995). Por exemplo, análises da região 18S nuclear, 

que é relativamente conservada, vêm sendo utilizada para descrever relações entre 

gêneros dentro da família Pleosporales e revelaram relações filogenéticas próximas 

entre Pleospora (teleomorfo de Stemphylium) e Alternaria (Berbee, 1996, Morales at 

al., 1995). 

O gene Alt a 1 que codifica a principal proteína alergênica do gênero Alternaria 

também tem sido utilizado em analises filogenéticas do gênero. Alternaria alternata é 

considerado um dos fungos mais prolíficos produtores de alergênicos. Muitos desses 

compostos produzidos são proteínas como a enolase, proteínas ribossomais, fator de 

transporte nuclear e aldeído desidrogenase, que induz respostas alérgicas em humanos 

(Achatz et al.,1995; Simmon-Nobbe.,2000; Weitchel et al.,2003). O produto do gene 

Alt a1, é uma proteína cuja função no metabolismo do fungo ou na ecologia permanece 

ainda desconhecida (Barnes et al., 1996; De Vougue et al., 1996). Recentemente, um 
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homólogo do gene foi encontrado sendo altamente expresso durante o processo de 

infecção de A. brassissicola em Arabidopsis thaliana, sugerindo que o gene possa estar 

envolvido na patogenicidade (Cramer & Lawrence, 2003, 2004). Uma comparação 

realizada entre homólogos de Alt a1 de A. alternata e A. brassissicola revelou maior 

divergência entre as sequências desta região (apenas 92% de similaridade) do que as 

encontradas em comparações similares de outros genes ribossomais e codificadores de 

proteína (97%) como o ITS e o SSU do rDNA e ainda o gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (gpd) para as mesmas duas espécies. Para o gene Alt a1 houve 92% de 

similaridade versus 96,99% e 97% para os outros genes, respectivamente. (Crawer & 

Lawrence, 2003; Pryor & Bigelow, 2003). A presença do gene Alt a1 em outras 

espécies ou gêneros é útil para a reconstrução de relações filogenéticas entre Alternaria 

e outros fungos relacionados. Além disso, análises da conservação de nucleotídeos e 

aminoácidos de Alt a1 podem ser válidas para o entendimento da evolução deste gene e 

do seu papel principal na biologia do fungo (Hong et al., 2004). Hong et al. (2004), 

utilizando iniciadores desenhados a partir das regiões conservadas do gene Alt a1 de A. 

alternata (De Vouge et al.,2003) e A. brassissicola (Cramer & Lawrence, 2003) 

verificaram a presença de homólogos em outras espécies de Alternaria e gêneros 

relacionados como Stemphylium, Ulocladuim, Embellisia e Nimbya. 

A classificação filogenética detalhada do reino Fungi, baseada em análises 

moleculares foi proposta por Hibbet et al (2007). Berbee et al. (1999) avaliaram a 

distribuição filogenética de patógenos altamente virulentos do gênero Cochliobolus e 

estimaram a relação entre espécies desse gênero com outras de Curvularia e Bipolaris, 

sendo os últimos fungos anamórficos pertencentes a Ascomycota, utilizando as 

sequências dos genes ITS e gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase. Lourenço Jr et al 

(2009) investigaram a diversidade molecular e os processos evolucionários de isolados 

de Alternaria solani de batata e tomate no Brasil utilizando iniciadores da região ITS e 

dos genes Alt a1 e gpd. Relações filogenéticas entre Alternaria e espécies relacionadas 

de Ulocladium, Embellisia e Nymbia já foram realizadas baseadas em análises de 

sequências de ITS, mt SSU, gpd e Alt a1 (Chou & Wu, 2002; de Hoog & Horre, 2002; 

Pryor & Bigelow, 2003; Pryor & Gilbertson, 2000; Hong et al., 2004). No entanto, para 

o desenvolvimento de uma filogenia mais robusta de Alternaria e gênero afins, análises 

adicionais que incorporem um lócus genético mais variável são necessárias (Hong et al., 

2004). 
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Figura 2: Esquema dos três genes do rDNA e regiões de espaçamento interno (ITS) e 
intergênicas (IGS), e as setas representam primers universais que amplificam as regiões 
(White et al., 1990) 
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Diversidade de isolados de Alternaria spp. associados ao gênero Allium no Brasil 

RESUMO – A Embrapa Hortaliças mantém uma coleção de isolados de Alternaria de 

diversas regiões do Brasil oriundo de plantas cultivadas da família Alliaceae como: 

Allium cepa (cebola), A. sativum (alho), A. fistulosum (cebolinha) e A. ampeloprasum 

var. porrum (alho-poró). O presente trabalho foi realizado com o intuito de investigar a 

variabilidade morfológica e molecular desses isolados. Para tanto foi feita uma 

caracterização molecular via sequenciamento da região ITS do DNA ribossomal e do 

gene Alt a1 (codificador de uma proteína alergênica encontrado em espécies de 

Alternaria). Análises morfológicas e morfométricas foram também conduzidas para um 

subgrupo de isolados. Em relação à análise com a região ITS foram formados dois 

grupos distintos. Um composto pelo grupo de espécies alternata e outro contendo as 

espécies tipo porri. Já na árvore filogenética do gene Alt a1, todos os isolados e espécies 

foram alocados em um mesmo grande grupo e dentro dele formaram-se subgrupos. 

Alguns isolados foram selecionados para caracterização morfológica, no entanto 

somente 10 esporularam in vitro. As estruturas dos isolados foram observadas e 

medidas. Do total, nove se enquadraram no grupo da espécie A. alternata e somente um 

foi alocado em A. crassa. Os resultados morfométricos se assemelharam aos 

moleculares e conclui-se que o gene Alt a1 foi menos informativo. A análise realizada 

com a região ITS separou logo os isolados em dois grupos distintos. 

Palavras-chave: região ITS, gene Alt a1, A. porri, Alliaceae, morfometria. 
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Diversity of Alternaria spp. isolates associated to Allium genus in Brazil 

ABSTRACT – Embrapa Hortaliças ( Embrapa Vegetable Crops) maintain a collection 

of Alternaria isolates collected from plant species of the Alliaceae family as well as : 

Allium cepa (onion), A. sativum (garlic), A. fistulosum (chive) e A. ampeloprasum var. 

porrum (leek). The present work was carried out aiming to investigate the 

morphological and molecular variability of those isolates. For this was made the 

molecular characterization of the isolates by sequencing the ITS region of ribosomal 

DNA and of gene Alt a1 that codes for an allergenic protein produced by Alternaria 

especies. After this, it was made morphologic and morphometric studies with some 

isolates. In the ITS tree it was observed two distinct groups. One group was represented 

by isolates of the species groups alternata and the other one represented by isolates of 

the species group porri. In the phylogeny tree of Alt a1, all isolates were grouped in one 

big single group. Within this big group it was formed subgroups. Some isolates were 

selected for the morphological characterization. However only 10 isolates produced 

spores in culture. The structure of the isolates were measured and observed under 

optical microscope. Nine out of ten isolates were classified in the A. alternata group and 

only one was classified as A.crassa. The results of morphometrical characterization 

were similar to those of the molecular classification. The Alt a1 gene was less 

informative. Analysis with the ITS region separeted the isolates in two groups, while the 

analysis with Alt a1 separeted the isolates in only one group. 

Key-words: ITS region, Alt a1 gene, A. porri, Alliaceae, morphometric. 
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INTRODUÇÃO 

A cebola (A. cepa) é a principal cultura da família das Aliáceas e uma das 

hortaliças com maior volume de produção a nível mundial (Almeida, 2006). O alho (A. 

sativum) é um condimento usado quase universalmente sendo também muito importante 

na culinária brasileira. A cebolinha é geralmente cultivada por pequenos olericultores 

(Filgueira, 2007) sendo muito apreciada e cultivada no Brasil (Heredia Zarate et al., 

2003). A espécie A. ampeloprasum ou alho-poró é utilizada comercialmente em 

algumas regiões da Europa, América do Norte, Ásia temperada e esporadicamente em 

outros locais (Fritsch & Friesen, 2002). No Brasil, é menos utilizada que as demais 

aliáceas, domesticamente, porém, cresce a demanda das agroindústrias produtoras de 

sopas desidratadas (Filgueira, 2008). 

A mancha-púrpura, uma das principais doenças foliares de plantas do gênero 

Allium, é causada por Alternaria porri e ocorre em todas as regiões onde se cultivam 

principalmente alho e cebola, sendo mais severa em áreas de clima quente e úmido 

(Nunes & Kimati, 1997; Miller & Lacy, 1995). No Brasil, a doença já foi relatada em 

alho, cebola, alho-poró e cebolinha (Mendes et al., 1998). É uma das doenças mais 

relevantes destas culturas, podendo ocasionar perdas de até 70% na produção em 

condições ambientais favoráveis e prejudicando a conservação dos bulbos e a produção 

de sementes em cebola (Massola Jr et al., 2005; Miller & Lacy, 1995). 

Estudos anteriores subdividiram o gênero Alternaria em alguns grupos-

específicos de acordo com a presença de cadeia e morfologia dos conídios (Neegard, 

1945). As características morfológicas apresentam sobreposição em algumas espécies e 

as mesmas são afetadas pelas condições de crescimento, podendo assim não ser 

suficientes para distinção das espécies bem como para filogenia (Rotem, 1994). O 

sistema taxonômico do gênero Alternaria ainda permanece obscuro e são necessários 

mais estudos que esclareçam as relações filogenéticas dentro deste grupo (Chou & Wu, 

2001). Ferramentas moleculares podem ajudar no esclarecimento destas relações. 

Assim, a utilização dos dois métodos; morfológico e molecular; em conjunto, torna-se 

uma ferramenta eficaz para os estudos a respeito desse grupo de patógenos. 

Para análises taxonômicas de fungos em nível de espécie ou ainda abaixo do 

nível, a região ITS é comumente a mais usada (Pryor & Gilbertson, 2000). Alguns 
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trabalhos de filogenia já foram realizados entre espécies de Alternaria bem como com 

outros gêneros relacionados utilizando outros genes como Alt a1 e gpd (Hong et al., 

2004; Pryor & Gilbertson, 200; Chou & Wu, 2001; Lourenço Jr et al., 2009); no 

entanto ainda não há trabalhos com isolados deste fungo associados com plantas 

cultivadas do gênero Allium. 

Nós último anos, produtores de alho e cebola têm enfrentado dificuldades para 

controlar a doença mancha púrpura em alho e cebola, o que pode estar relacionado a 

falhas na metodologia de aplicação de fungicidas ou mudanças na população do 

patógeno, ou ainda os dois fatores em conjunto. Com isso, pesquisadores da Embrapa 

coletaram isolados de Alternaria em aliáceas em várias regiões do Brasil com o intuito 

de investigar o comportamento dessas populações (Reis & Henz, 2009). Diante deste 

quadro, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma caracterização molecular 

desses isolados de Alternaria encontrados em plantas de cebola, alho, alho-poró e 

cebolinha utilizando sequências de DNA da região ITS e do gene que codifica a 

proteína alergênica, Alt a1, bem como uma caracterização morfométrica e morfológica 

de alguns isolados. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

1. CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR 

Recuperação dos isolados 

Os isolados de espécies de Alternaria utilizados são mantidos armazenados em 

câmara fria na Embrapa Hortaliças, dentro de tubos de penicilina preservados com óleo 

mineral (Stebbins & Robbins, 1949) ou água (Castellani, 1939). Eles fazem parte da 

coleção de fungos e oomicetos fitopatogênicos da Embrapa Hortaliças e são 

provenientes de culturas monospóricas. Inicialmente foram selecionados 100 isolados. 

Em uma câmara de fluxo de ar contínuo, localizada no laboratório de Fitopatologia, 

com o auxílio de um estilete esterilizado com álcool e chama, foi retirado, de cada tubo, 

um disco de micélio (isolados preservados em água) ou uma porção do meio com 

micélio (isolados preservados em óleo mineral) que foi seco em papel filtro autoclavado 

e colocado no centro de uma placa de petri contendo meio ST (suco de tomate) ou suco 

de vegetais V8, sendo adicionado ao meio o antibiótico tetraciclina. O procedimento foi 

realizado com todos os isolados e as placas foram acondicionadas em BOD com 

temperatura de 25°C. 

Preparação do micélio e extração de DNA 

Depois de aproximadamente dez dias, as placas já com o micélio crescido, foram 

retiradas da BOD dentro da câmara de fluxo de ar contínuo, foi raspado o micélio aéreo, 

com um bisturi esterilizado, e colocado em microtubos de 1 mL. Os tubos foram 

armazenados no freezer até que fosse realizada a extração do DNA. O DNA de cada 

isolado foi extraído segundo um protocolo CTAB (Boiteux et al.,1999) para extração de 

DNA de tecidos de plantas com algumas modificações. Uma pequena porção de micélio 

congelado, cerca de 15 mg, foi macerada com nitrogênio líquido em cadinhos gelados 

até formarem um pó fino. Colocou-se este pó em microtubos contendo 600µl de CTAB 

a 65°C sendo feita logo depois uma agitação suave manualmente. Os tubos foram 

deixados em banho-maria (65°C) durante 10 minutos e em seguida resfriados por 3 

minutos em temperatura ambiente. Acrescentou-se 600 µL de Clorofil (clorofórmio + 

álcool isoamílico, na proporção 24:1), agitando-os vigorosamente. Em seguida, 
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centrifugou-se a 12.000 rpm por 5 minutos para a formação de duas fases (a de cima 

contendo DNA e a inferior com a fase orgânica do material). Foi retirado 550µl da fase 

superior e adicionou-se essa solução em outro tubo. No novo tubo, foi acrescentado 

300µl de isopropanol gelado, agitando-se lentamente. Após essa etapa, as amostras 

foram centrifugadas a 12.000 rpm por 13 minutos eliminando-se, posteriormente, o 

sobrenadante e lavando-se o pellet com álcool 70% cuidadosamente. Os materiais foram 

colocados em câmara de crescimento por 20 minutos para secagem. Depois disso, 

adicionou-se 200 µL de TE e deixou-se por toda a noite dentro de uma geladeira para 

ressuspender o pellet. No dia seguinte agitou-se utilizando o vortex. A concentração do 

DNA purificado foi estimada em gel de agarose 1% (p/v) baseando-se em um marcador 

de quantidade contendo o fago λ (lambda) na concentração de 10 ng/µL. Todos os 

materiais foram diluídos para a concentração final de 20ng/µL em TE (Tris 0,01M; 

EDTA 0,001M; pH 7,0). 

Amplificação do DNA 

A amplificação do DNA de cada isolado foi feita via PCR (Reação de cadeia da 

Polimerase ou “Polymerase Chain Reaction”) utilizando os primers ITS4 e ITS5 que 

amplificam a região ITS 1 e ITS2 e o gene 5.8s rDNA do DNA ribossomal (White et 

al.,1990). As sequências dos nucleotídeos ITS5 e ITS4 são 5’-GGA-AGT-AAA-AGT-

CGG-G-3’ e 5’-TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT-GC-3’, respectivamente (White et 

al.,1990). Foram também empregados para a reação de PCR os iniciadores ALT-rev 

(5’-ACG-AGG-GTG-AYG-TAG-GCG-TC-3’) e ALT-for (5’-ATG-CAG-TTC-ACC-

ACC-ATC-GC-3’) que amplificam o gene que codifica a molécula alergênica Alt A1, 

específica de Alternaria (Hong et al., 2004). Estes iniciadores foram desenhados 

baseando-se em regiões conservadas deste gene de A. alternata (De Vouge et al., 1996) 

e A. brassissicola (Cramer e Lawrence, 2003). As amplificações foram feitas no 

termociclador PCR System 9700 (Applied Biosystems) e para cada reação foi realizado 

um mix cujo volume total foi de 20µl, contendo 2µL de tampão 10x (100 mM Tris-

HCl, 500 mM KCl, pH 8.3), 0,48µL de MgSO4 50mM, 2 µL de DNTPs (2,5µM cada), 

0,2 µL de Taq DNA polimerase (5u/µL), 3,2µL de cada primer; todos da Invitrogen® 

Life Technologies, 5,92 µL de água miliQ e 3µL de DNA. O perfil de amplificação 

com os primers ITS constituiu-se em um ciclo de desnaturação inicial a 94°C por 5 
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minutos; 35 ciclos de amplificação (desnaturação a 94°C por 30 segundos, anelamento a 

58°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto), extensão final a 72°C por 7 minutos. Os 

produtos de amplificação foram analisados em géis de agarose 1% (p/v), corados com 

brometo de etídeo e visualizados sob luz ultravioleta. 

Para os primers Alt a1, o programa de amplificação constitui em uma 

desnaturação inicial a 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de amplificação (desnaturação a 

94°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto), extensão 

final a 72°C por 10 minutos. O mix utilizado para cada reação foi em um volume total 

de 20µL; sendo 2µL de tampão 10x (100 mM Tris- HCl, 500 mM KCl, pH 8.3), 1µL de 

MgSO4 50mM, 2 µL de DNTPs (2,5µM cada), 0,1 µL de Platinum ®Taq DNA 

polymerase High Fidelity (5u/µL), 1µL de cada primer; todos da Invitrogen® Life 

Technologies, 9,9 1µL de água miliQ e 3µL de DNA. Como foram observadas bandas 

inespecíficas no gel de agarose 1%, o produto da PCR foi purificado do gel com o Kit 

da Invitrogen® Life Technologies. Após verificação de que este produto purificado 

apresentava uma banda única em gel de agarose, foi realizada uma nova PCR com o 

produto diluído 10 vezes. Neste caso, as mesmas condições da primeira PCR com os 

iniciadores Alt-for e Alt-rev foram utilizadas com exceção do mix já que desta vez 

aplicou-se 0,2µL de Taq DNA polimerase (5u/µL) e 9,8 µL de água milliQ. Os 

amplicons desta PCR foram diretamente sequenciados. 

Reações de sequenciamento e análise das sequências 

Os amplicons oriundos da PCR foram sequenciados com cada um dos 

iniciadores utilizados na PCR . O sequenciamento foi realizado em um sequenciador 

ABI Prism (modelo 3100) da Embrapa Hortaliças, utilizando o kit ABI Prism BigDye 

version 3.0 chemistry da Applied Biosystems. A avaliação da qualidade das sequências 

foi feita com o programa SeqMan e o alinhamento com sequências disponíveis no 

GenBank foi realizado com o programa Megalign DNAStar (Lasergene, Madison-WI). 

Para a região ITS1, 5.8 rDNA e ITS2 foram analisados 77 isolados (Tabela 1) e 

acessos de espécies do GenBank como A. dauci (AF229466), A. porri (AB026159), A. 

petroselini (AF229454), A. vanuatuensis (JF331510), A. macrospora (AF229469), A. 

tenuissima (AF229476), A. crassa (AF229464) e para o gene Alt a1 foram analisados 35 

(Tabela X) isolados junto com acessos do GenBank de A. dauci (AY563292), A. solani 
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(AY563299), A. porri (AY563296), A. petroselini (AY563288), A. vanuatuensis 

(JF331555), A. macrospora (AY563294), A. iranica (JF331556), A. brassicae 

(AY563309), A. longipes (AY563304), A. alternata (AY278808), A. crassa, A. 

tenuissima (AY563302), A. radicina (AY563286) e Embellisia alli (AY563322) . Os 

acesso do GenBank foram selecionados de trabalhos anteriores realizados com as 

regiões analisadas (Hong et al., 2004; Pryor & Gilbertson, 2000). A análise filogenética 

foi realizada com o critério de parcimônia e o suporte dos agrupamentos foi avalizado 

por “Bootstrap” (1000 repetições) no programa PAUP 4.0. Stemphylium callisthephi e 

Pleospora herbarum foram empregados como grupos externos na análise com ITS e na 

análise com Alt a1. Para a análise filogenética com Alt a1 foram utilizados os mesmo 

parâmetros que Hong et al. (2004). 

2. CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA 

As análises foram conduzidas no laboratório de Fitopatologia da Embrapa 

Hortaliças e Laboratório de Fitopatologia da Universidade de Brasília. Quarenta 

isolados, previamente selecionados de diferentes agrupamentos gerados pela análise 

molecular, foram utilizados neste estudo. Foram realizados dois métodos para induzir a 

esporulação. No primeiro procedimento, os isolados foram repicados em meio BDA ou 

V8 colocando-se um disco de micélio no centro de uma placa de petri. Após o 

crescimento do fungo, de cada placa, foram retirados, com auxílio de um bisturi, dois 

pedaços de micélio que foram colocados posteriormente em erlenmeyer contendo meio 

líquido BD (batata + dextrose). Os frascos erlenmeyers foram mantidos no escuro sob 

agitação contínua. Depois de sete dias, o material contido nos tubos foi triturado e 

colocado em placas de petri que continham uma camada grossa de meio V8. Após esse 

procedimento, as placas foram colocadas abertas em uma câmara de crescimento com 

lâmpadas de luz negra a 25°C e com fotoperíodo de 12 horas. O outro método realizado 

consistiu na repicagem dos isolados em cinco pontos de uma placa de petri que continha 

meio BDA bastante fino, que só cobria o fundo da placa. Estas placas foram colocadas 

invertidas direto sob a luz negra por 12 horas diariamente em um local totalmente 

escuro. 
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Quando observada esporulação do isolado na placa, os esporos foram capturados 

com auxílio de estilete e foi montada uma lâmina com lactofenol. Após a observação 

em microscópio ótico e constatação das estruturas, lâminas definitivas foram seladas 

com duas camadas de esmalte de unha. As lâminas de melhor qualidade foram levadas 

ao laboratório de Fitopatologia da Universidade de Brasília para a medição dos 

conídios. Os esporos foram observados em microscópio ótico Leica® no aumento de 

40x e 100x, neste último caso com auxílio de óleo de imersão. Aproximadamente 50 

conídios de cada isolado foram analisados quanto o comprimento e a maior largura do 

corpo e do rostro do conídio, em micrômetros (µm); observou-se também o número de 

septos longitudinais e de septos transversais bem como a de largura dos conidióforos 

(em torno de 15). Foram retiradas fotografias das frutificações observadas em cada 

isolado. Para comparação dos valores, foi feita uma tabela contendo as medições 

máximas e mínimas e também médias obtidas (Tabela 3). Esses resultados foram 

comparados com o que já foi descrito por Simmons (2007) na literatura sobre a 

morfologia das espécies de Alternaria. 
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Tabela 1: Relação de isolados de Alternaria utilizados nas análises com Alt a1 e ITS 

Isolado 
EH - 10 
EH - 11 
EH - 15 
EH - 16 
EH - 43 
EH - 46 
EH - 71 
EH - 102 
EH - 272 
EH - 291 
EH - 321 
EH - 324 
EH - 498 
EH - 516 
EH - 557 
EH - 594 
EH - 602 
EH - 603 
EH - 626 
EH - 641 
EH - 642 
EH - 662 
EH - 663 
EH - 664 
EH - 666 
EH - 667 
EH - 697 
EH - 700 
EH - 731 
EH - 771 
EH - 772 
EH - 823 
EH - 824 
EH - 904 
EH - 917 
EH - 941 
EH - 942 
EH - 943 
EH - 963 
EH - 990 
EH - 995 
EH - 996 
EH - 1056 

Hospedeira 
Cebolinha 
Cebolinha 
Alho 
Alho 
Alho 
Alho 
Cebolinha 
Alho 
Cebola 
Alho 
Alho 
Alho 
Cebola 
Alho 
Cebolinha 
Cebola 
Cebola 
Cebola 
Cebola 
Cebola 
Cebola 
Alho 
Alho 
Alho 
Alho 
Alho 
Cebolinha 
Cebola 
Alho 
Cebola 
Alho 
Alho -Poró 
Alho -Poró 
Cebola 
Cebola 
Cebolinha 
Alho 
Alho 
Cebola 
Cebolinha 
Cebola 
Cebola 
Cebola 

Localidade 
São Felipe do Oeste- RO 
São Felipe do Oeste- RO 
Gama-DF 
Gama-DF 
São Gotardo - MG 
Cristalina-GO 
Águas Lindas- GO 
Cristalina-GO 
Brazlândia- DF 
Brazlândia- DF 
Cristalina-GO 
Cristalina-GO 
São José do Rio Pardo- SP 
Cristalina-GO 
Chã-Grande -PE 
São José do Rio Pardo-SP 
Cristalina-GO 
Cristalina- GO 
CNPH-DF 
São Gotardo- MG 
São Gotardo- MG 
Cristalina-GO 
Cristalina-GO 
Cristalina-GO 
Cristalina-GO 
Cristalina-GO 
São Jose do Rio Pardo-SP 
São Jose do Rio Pardo-SP 
Ponte Alta- DF 
Cristopolis- BA 
Cristópolis- BA 
Vargem Bonita- DF 
Vargem Bonita- DF 
Pelotas -RS 
Jaíba-MG 
Brasília-DF 
Cristalina-GO 
Cristalina-GO 
João Dourado-BA 
V. Bonita- DF 
São Gotardo- MG 
São Gotardo- MG 
Ponte Alta- DF 

Data 
2001 
2001 
2001 
2001 
2002 
2002 
2002 
2002 
2002 
2002 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2003 
2004 
2004 
2004 
2004 
2004 
2004 
2004 
2004 
2004 
2004 
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Isolado 
EH - 1073 
EH - 1093 
EH - 1094 
EH - 1125 
EH - 1146 
EH - 1166 
EH - 1227 
EH - 1244 
EH - 1245 
EH - 1270 
EH - 1275 
EH - 1276 
EH - 1277 
EH - 1278 
EH - 1282 
EH - 1288 
EH - 1289 
EH - 1291 
EH - 1442 
EH -1443 
EH - 1463 
EH - 1464 
EH - 1465 
EH - 1486 
EH - 1488 
EH - 1553 
EH - 1584 
EH - 1588 
EH - 1713 
EH - 1838 
EH - 1848 
EH - 1856 
EH - 1871 
EH - 1893 
EH - 1967 
EH - 1986 
EH - 1987 

Hospedeira 
Cebolinha 
Cebolinha 
Cebolinha 
Cebola 
Cebola 
Cebolinha 
Cebola 
Alho- poró 
Alho-poró 
Cebolinha 
Alho 
Alho 
Alho 
Alho 
Cebola 
Alho 
Alho 
Alho 
Cebolinha 
Cebolinha 
Cebola 
Cebola 
Cebola 
Alho- porró 
Alho- porró 
Cebolinha 
Alho 
Alho 
Cebola 
Alho 
Alho- poró 
Alho- poró 
Cebolinha 
Cebola 
Cebola 
Alho-poró 
Alho-poró 

Localidade 
Vargem Bonita- DF 
Paranaguá-PR 
Paranaguá-PR 
Gama - DF 
Contenda- PR 
Caxias do Sul- RS 
Pelotas-RS 
Itobi- SP 
Itobi- SP 
Águas Claras- DF 
Cristalina-GO 
Cristalina-GO 
Cristalina-GO 
Cristalina-GO 
Cristalina-GO 
Coimbra-MG 
Coimbra-MG 
Coimbra-MG 
Itapetininga -SP 
Itapetininga -SP 
Paulínia-SP 
Paulínia-SP 
Paulínia-SP 
Gama-DF 
Gama-DF 
Brazlândia- DF 
Formosa-GO 
S Antonio Descoberto-GO 
Gama-DF 
Cristalina-GO 
Nova Friburgo-RJ 
Nova Friburgo-RJ 
Teresópolis-RJ 
Gama-DF 
Bragança Paulista - SP 
Vitória de São Antão- PE 
Vitória de São Antão- PE 

Data 
2004 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2005 
2006 
2006 
2006 
2006 
2009 
2009 
2009 
2009 
2009 
2009 
2010 
2010 
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Tabela 2: Hospedeira, 
morfologicamente. 

Isolados 
EH 16 
EH 43 
EH 272 
EH 602 
EH 603 
EH 642 
EH 823 
EH 996 
EH 1167 
EH 1227 
EH 2084 

local e data 

Hospedeira 
Alho 
Alho 

Cebola 
Cebola 
Cebola 
Cebola 

Alho-poró 
Cebola 

Cebolinha 
Cebola 
Alho 

dos isolados de Alternaria ca 

Local 
Embrapa Hortaliças - DF 

São Gotardo - MG 
Cristalina - GO 

São Gotardo - MG 
Cristalina - GO 
Cristalina - GO 

Vargem Bonita - DF 
São Gotardo - MG 

Araucária - PR 
Pelotas - RS 
Urutuaí - GO 

racterizados 

Data 
2001 
2002 
2002 
2003 
2003 
2003 
2003 
2004 
2005 
2005 
2011 
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RESULTADOS 

Análise com a região ITS 

A amplificação via PCR gerou bandas únicas com aproximadamente 530 pares 

de bases que era o tamanho esperado (Figura 3). Não foram observados polimorfismos 

entre isolados que indicassem deleções/inserções nesta região. O seqüenciamento direto 

do amplicom confirmou que se tratava de um produto único devido à ausência de 

nucleotídeos dúbios (Ns) em todas as sequências analisadas. A análise de parcimônia 

revelou que do total de 289 caracteres utilizados, 253 foram constantes, 12 caracteres 

foram variáveis e 24 (8,3%) foram informativos para construção da árvore. Foi 

observado maior polimorfismo na região ITS 1 e pouco polimorfismo na região que 

codifica o 5.8S RNA, dado que já era esperado por se tratar de uma região mais 

conservada com função essencial na célula (Figura 5 e 6). 

As sequências dos isolados desta análise diferiram da sequência de Stemphylium 

callisthephi e de Pleospora herbarum, que foram as espécie do GenBank utilizadas 

como grupo externo. Foram formados dois grandes grupos, o primeiro com 25 isolados 

que se agruparam com a sequência de Alternaria porri, que inclui A. vanuatuensis, A. 

solani, A. dauci, A. macrospora, A crassa, A. iranica, com valores de Bootstrap de 66%. 

Dentro do grande grupo porri, outros subgrupos foram formados (Figura 4). Nove 

isolados de cebola, dois de cebolinha e um de alho-poró oriundos de diversas regiões 

geográficas do Brasil ficaram agrupados (bootstrap 62%). Foi gerado um grupo com 

dois isolados (um de alho do Distrito Federal e outro de alho-poró do Rio de Janeiro) 

que se alinharam com a sequência de A. dauci com valores altos de bootstrap (95%). 

Foram formados ainda dois subgrupos, com valores de bootstrap baixo, que não se 

alinharam com nenhuma sequência do GenBank. Um subgrupo composto por um 

isolado de alho de Goiás e outro de alho-poró de São Paulo (bootstrap 58%) e também 

um subgrupo formado por dois isolados de alho-poró do Distrito Federal e de 

Pernambuco (booststrap de 61%). Nesta análise foram omitidas sequências idênticas ao 

grupo A. porri como: EH 10, EH 11, EH 15, EH 46, EH71, EH 102, EH 321, EH 557, 

EH 663, EH 666, EH 697, EH 700, EH 824, EH 917, EH 941, EH 942, EH 990, EH 

1094, 1125, EH 1245, EH 1270, EH 1276, EH 1277, EH 1289, EH 1278, EH 1288, EH 
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1291, EH 1486, EH 1553, EH 1584, EH 1585, EH 1588, EH 1713, EH 1838, EH 1856, 

EH 1893, EH 1896. 

Os demais isolados utilizados na construção da árvore formaram o segundo 

grande grupo e se alinharam com a sequência de A. tenuissima, A. alternata e A. 

longipes com 91% de suporte de bootstrap (Figura 4). Dentro desse grupo há isolados 

das quatro culturas (alho, cebola, alho-poró e cebolinha) de várias regiões do Brasil 

(Distrito Federal, Goiás, Paraná, Rio Grande do Sul e Minas Gerais). Formou-se um 

subgrupo com a sequência de um isolado de alho do Distrito Federal e um de cebolinha 

do Paraná (bootstrap 60%). Somente um isolado, EH 324, ficou alinhado com a 

sequência de A. radicina, porém com baixo valor de bootstrap (52 %). A análise 

revelou que a maioria dos isolados foi alocada junto com a espécie A. porri (sequências 

idênticas a esta espécie foram omitidas) indicando que boa parte da coleção de 

Alternaria estudada, coletada em plantas do gênero Allium realmente são espécies de A. 

porri. No entanto, há uma porcentagem que se enquadra em outras espécies. 
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Figura 3: Produto da amplifícação da região ITS1-5.8S-ITS2 analisado em gel de 
agarose 1% eorado com brometo de etídeo. A seta indica o amplicom único de tamanho 
aproximado de 530 pb. 
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Figura 4: Árvore consenso obtida pelo método de parcimônia com busca heurística 
utilizando o alinhamento da região ITS1-5.8S - ITS2. Os valores numéricos representam 
o índice bootstrap após 1000 repetições. As sequências das espécies P. herbarum e S. 
callistephi foram utilizadas como grupos externos. No subgrupo de A. porri foram 
omitidas as sequências idênticas a esta espécie. 
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Figura 5: Alinhamento dos isolados e espécies do GenBank na região ITS 1 do rDNA. 
Em vermelho, nucleotídeos idênticos e em branco os variáveis. 
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Figura 6: Alinhamento dos isolados e espécies do GenBank na região 5.8S do rDNA 
indicando reduzida variação (somente 4 substituições de nucleotídeos). Em vermelho 
são apresentados os nucleotídeos idênticos entre os isolados sequenciados. 

45 



Figura 7: Produto da reamplificação do fragmento do gene Alt a1 analisado em gel de 
agarose 1% corado com brometo de etídeo. A seta indica o amplicom único de tamanho 
aproximado de 500 pb. 
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Figura 8: Árvore consenso obtida pelo método de parcimônia com busca heurística 
utilizando o alinhamento em uma região do gene Alt a1. Os valores numéricos 
representam o índice bootstrap após 1000 repetições. As sequências das espécies 
P.herbarum e S. callistephi foram utilizadas como grupos externos. 

dauci 

iranica 
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Figura 9: Alinhamento mostrando a posição do íntron do gene Alt al presente em algumas espécies de Alternaria e nos isolados. A chave e as 
setas mostram a região do íntron. 
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Morfologia e morfometria dos isolados 

Alguns isolados esporularam somente quando submetidos ao primeiro 

procedimento e outros, por sua vez, produziram esporos somente no segundo método 

citado. Há ainda, aqueles isolados que esporularam nas duas maneiras realizadas e 

outros em que não foi constatada esporulação. Os testes foram repetidos visando obter o 

maior numero possível de isolados com esporulação suficiente para a análise 

morfológica dos isolados esporulados. Para alguns isolados a esporulação ocorreu 

somente após a repetição do procedimento. 

Dos 40 isolados utilizados para o teste, somente em 10 foi observada 

esporulação. A dificuldade de esporulação in vitro é típica das principais espécies 

patogênicas do gênero que apresentam conídios largos e solitários. Em contraste, muitas 

espécies que produzem esporos em cadeia, por exemplo, A. alternata, A. tenuissima 

esporulam facilmente. Todavia, em alguns casos uma indução externa pode aumentar a 

esporulação em algumas espécies (Rotem, 1994). A esporulação foi obtida nos isolados 

EH 16, EH 43, EH 272, EH 602, EH 603, EH 642, EH 823, EH 996, EH 1167, EH 

1227. O isolado EH 2084 foi retirado direto de folha de alho e foi utilizado somente em 

termos de comparação já que os demais foram obtidos de meio de cultura. 

Os isolados avaliados apresentaram bastante variação quanto às estruturas 

medidas, com exceção da largura do conidióforo. O comprimento do conídio variou de 

11 a 103 µm e a largura de 5 a 24 µm. As medidas de comprimento do rostro foram as 

que tiveram maior variação de 2 a 87µm. Já a largura do rostro variou de 2 a 7,5 µm. Os 

isolados apresentaram de 1 a 11 septos transversais enquanto o número de septos 

longitudinais não variou muito (Tabela 3). No isolado EH 2084, retirado diretamente de 

folhas de alho, observaram-se os maiores valores de comprimento e largura dos 

conídios, comprimento e largura do rostro, bem como largura de conidióforos. Essa 

grande diferença pode ter ocorrido pelo fato de os demais isolados terem sido cultivados 

em meio de cultura enquanto que o EH 2084 foi retirado de material vegetal. Este 

isolado não foi incluído na análise molecular e foi utilizado somente para comparação 

com os demais obtidos em meio de cultura. 

A comparação das características morfométricas dos 10 isolados utilizados no 

estudo com a descrição de Simmons (2007) permite enquadrá-los em algumas espécies 
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de Alternaria com algumas variabilidades devido a diferenças entre os valores da 

literatura e os obtidos no trabalho. As espécies usadas para comparação com os isolados 

foram as mesmas utilizadas na análise molecular. Quase todos os isolados, de acordo 

com as características morfológicas medidas (Tabela 3) e pelas fotografias observadas 

(Figuras 10 e 11), podem ser enquadrados no grupo de espécies A. alternata e A. 

tenuissima que é o grupo que produz conídios pequenos dispostos em cadeia. Apesar de 

apresentarem algumas dimensões inferiores, os formatos e aspectos dos conídios desses 

isolados têm similaridade com o que foi descrito por Simmons (2007). O isolado EH 

1167 foi o que apresentou maior distinção morfológica em relação aos demais, 

possuindo conídios grandes e bastante robustos, com rostros relativamente extensos, 

não produzidos em cadeias (Figura 11 - I). As dimensões deste isolado, bem como a 

forma dos conídios, permitem alocá-lo no grupo de espécies crassa ou iranica. O isolado 

EH 1227 (Figura 11 - J) é ligeiramente diferente dos demais e foi enquadrado quanto a 

dimensões e aspectos das estruturas observadas no grupo de espécies de A. longipes. 
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Tabela 3: Dimensões das estruturas de isolados de Alternaria,*ten=A. tenuissima, al=A .alternata, lon=A. longipes, crassa=A. crassa. 

Isolados 

EH 16 

EH 43 

EH 272 

EH 602 

EH 603 

EH 642 

EH 823 

EH 996 

EH 1167 

EH 1227 

EH 2084 

Hospedeira 

Alho 

Alho 

Cebola 

Cebola 

Cebola 

Cebola 

Alho - poró 

Cebola 

Cebolinha 

Cebola 

Alho 

Local de 
coleta 

Gama -DF 

São Gotardo-
MG 

Cristalina-
GO 
São Gotardo-
MG 
Cristalina -
G0 
São Gotardo-
MG 
Vargem 
Bonita -DF 
São Gotardo-
MG 
Araucária-
PR 

Pelotas -RS 

Urutuaí-GO 

Compri 
mento 
do 
conídio 
(µm) 

12 - 37 

21- 53 

11 - 39 

17 - 39 

20 - 69 

15 – 39 

12 – 39 

22– 54 

41 – 67 

17 – 53 

54 - 103 

Largura 
do 
conídio 
(µm) 

7 - 12 

8 - 19 

5 – 11 

5 - 13 

6 – 16 

5 – 14 

5 – 11 

7 – 17 

13 – 24 

11 - 21 

10 - 20 

Comprimento 
do rostro 
(µm) 

4 - 15 

6 - 13 

0 - 22 

3 - 21 

0 - 30 

4 – 24 

2 – 28 

5 – 16 

4 – 89 

8 – 35 

20 - 87 

Nº de septos 
transversais 

2 - 7 

2 - 6 

1 - 6 

2 - 6 

3 - 8 

1 - 6 

1 - 5 

2 - 7 

5 - 8 

2 - 6 

6 - 11 

Nº de septos 
longitudinais 

0 - 2 

0 - 4 

0 - 2 

0 - 2 

0 - 2 

0 - 2 

0 - 1 

0 - 3 

0 – 2 

0 - 5 

0 - 2 

Largura do 
conidióforo 
(µm) 

4 – 9 

3 - 6 

4 - 5 

3 – 6 

3 – 8 

3 – 6 

4 – 5 

3 – 4 

4 - 7 

2 – 6 

8 - 9 

Presença 
de 
cadeia 

SIM 

NÃO 

SIM 

SIM 

SIM 

SIM 

SIM 

SIM 

NÃO 

SIM 

NÃO 

ITS* 

ten,al, 
lon 

ten,al, 
lon 
ten,al, 
lon, 
ten,al, 
lon 
ten,al, 
lon 
ten,al, 
lon, 
ten,al, 
lon 

ten,al, 
lon 

Alta1* 

ten, al 

ten, al 

lon 

lon 

crassa 
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Figura 10: Fotos dos isolados EH 16 (A), EH 43 (B), EH 272 (C), EH 602 (D), EH 603 
(E), EH 642 (F). 
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Figura 11: Fotos dos isolados EH 823 (G), EH 996 (H), EH 1167 (I), EH 1227 (J), EH 
2084 (K). 
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DISCUSSÃO 

A utilização de caracteres morfológicos de forma isolada na delimitação de 

espécies do gênero Alternaria tem sido evitada devido à considerável variabilidade no 

tamanho, forma e septação de conídios tanto dentro de uma espécie quanto até mesmo 

dentro de uma mesma colônia do fungo (Simmons, 1992). Esta variabilidade foi 

comprovada no presente estudo. Por esta razão foi realizada uma tentativa de combinar 

caracteres morfológicos com dados moleculares. Oitenta (80) isolados de Alternaria 

obtidos de diferentes plantas de um mesmo gênero foram caracterizados utilizando o 

DNA que codifica o RNA ribossomal, incluindo as regiões ITS 1-5.8S- ITS 2 e um gene 

codificador da proteína alergênica Alt a1, além da caracterização morfológica. No 

entanto, apenas alguns dos isolados foram submetidos às três metodologias de avaliação 

devido, principalmente, à dificuldade de esporulação dos isolados. Esta dificuldade de 

esporulação in vitro do gênero Alternaria é típica de exemplares patogênicos, 

principalmente àqueles que produzem esporos largos e solitários. Por outro lado, muitas 

espécies que formam esporos em cadeia (por exemplo, A. alternata) e isolados 

saprofíticos, em particular, esporulam facilmente e geralmente não necessitam de 

induções (Rotem 1994). 

Na análise molecular a PCR do gene Alt a1 gerou um amplicom do tamanho 

esperado (em torno de 500 bases, Figura 7), não sendo observado nenhum polimorfismo 

de tamanho que indicasse a presença de deleções/inserções. Uma dificuldade encontrada 

com esta análise foi o fato de que os primers Alt-for e Alt-rev só foram capazes de 

amplificar metade dos isolados utilizados no trabalho. Além disso, foi necessário ainda 

realizar uma série de procedimentos para que o sequenciamento fosse possível. Por ser 

mais específico para Alternaria, esperava-se que o marcador fosse universal e gerasse 

maior diversidade dentro do gênero. Já tem sido relatada a necessidade da deleção de 

uma ou duas bases do terminal 3’ dos primers utilizados para que eles possam ser 

universais (Hong et al., 2005). Esta modificação poderá ser necessária para metade dos 

isolados de Aliáceas utilizados no presente estudo. 

A análise de parcimônia com os dados do gene Alta1 indicou que houve 78 

caracteres informativos que foram utilizados para agrupar os isolados em uma clade 

representada pela espécie A porri. Este parâmetro indicou que o gene Alta1 poderia ser 

mais informativo do que a região ITS1-5,8S-ITS2, que apresentou apenas 24 caracteres 

55 



informativos para parcimônia. Dentro deste grupo e mais próximos de A. porri foi 

colocada a espécies A. solani. Em um grupo separado foi colocada A. alternata, A. 

longipes e A. tenuissima. Estes grupos são similares aos encontrados em análise com as 

várias espécies do gênero Alternaria (Hong et al., 2005). 

Os iniciadores utilizados para amplificar a região ITS 1, 5.8S e ITS 2 resultaram 

em uma banda única que foi diretamente seqüenciada. A análise de parcimônia gerou 

uma árvore com topologia similar à gerada com os dados do gene Alt a1. No entanto, os 

valores de suporte bootstrap foram maiores. Os primers ITS 4 e ITS 5 permitiram a 

amplificação de todos os isolados, o que tornou a análise com este fragmento mais 

completa que a realizada com o gene Alta1. Além disso, não foi necessária a re-

amplificação do produto de PCR realizada com o fragmento Alt a1. Estes detalhes do 

procedimento indicam que a análise com o gene Alt a1 necessita ser aperfeiçoada para 

ser considerada universal para o gênero Alternaria. A análise realizada com a região 

ITS permitiu separar os isolados em dois grandes grupos. O primeiro deles composto 

por A. porri, A. vanuatuensis, A. solani, A. dauci, A crassa, A. macrospora, A. iranica. 

Estas espécies apresentam características semelhantes, ou seja: conídios largos, 

produzidos solitariamente, com rostros extensos. Dentro dele alguns isolados formaram 

subgrupos e dois isolados de alho-poró ficaram alocados com a espécie A. dauci. O 

segundo grupo foi formado com espécies similares a A. alternata (A. tenuissima, A. 

alternata, A. longipes) que contém esporos dispostos em cadeias pequenas e não 

apresentam rostro extenso. Foi formado um subgrupo com os isolados alinhados com as 

espécies de A. tenuissima, A. alternata e A. longipes. Há ainda o subgrupo formado por 

um isolado de alho que se alinhou com a espécie A. radicina (Figura 4). Nos 

agrupamentos mostrados pela árvore gerada, não houve correlação entre hospedeiras e 

regiões, bem como data de coleta de isolados. 

De maneira geral, os dados moleculares mostrados estão de acordo com o que já 

havia sido descrito na literatura por Simmons (1992) que subdividiu o gênero em 

espécies-grupos de acordo com algumas características morfológicas, como, por 

exemplo, presença ou ausência e tamanho de rostro, conídios dispostos em cadeia e 

tamanho do conídio. Esse resultado confirma também outras análises já realizadas com 

a região ITS nas quais as espécies de Alternaria também foram separadas em espécies-

grupo assim como na morfologia (Pryor & Gilbertson, 2000; Pryor & Bigelow, 2003). 
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A espécie A. petroselini, apesar de ter sido enquadrada no segundo grupo 

alternata, apresenta características morfológicas distintas quando comparada às outras 

espécies desse grupo. Os conídios são mais robustos, bastante largos e não são 

produzidos em cadeia. Ademais, os esporos não contém rostro proeminente (Simmons, 

2007). Pode ser por esse motivo que nenhum isolado foi agrupado com a espécie. Como 

já citado, um isolado (EH 324) ficou alinhado com A. radicina, espécie bastante 

semelhante a A. petroselini com conídios largos e relativamente pequenos produzidos 

solitariamente (Simmons, 2007). Isso indica que este isolado agrupado com A. radicina 

representa um exemplar diferente dos demais alocados nos dois grupos grandes gerados 

pela análise. Ainda não foi realizada a analise morfológica deste isolado. 

A análise molecular realizada com esta região enquadrou os isolados, nos quais 

foi feita caracterização morfológica, no grupo alternata com exceção do isolado EH 

1167 que não foi incluído na análise realizada com a região ITS, pois foi eliminado do 

alinhamento por conter sequência ruim. 

O grupo de espécies porri gerado na filogenia com a região ITS apresentou alto 

grau de similaridade interna (88-100%). Sequências dos isolados 100% idênticas à de 

A.porri foram omitidas da análise filogenética. A. vanuatuensis foi incluída, apesar de 

apresentar 100% de identidade com A. porri. Esse alto grau de similaridade também foi 

constatado em trabalho realizado por Pryor & Gilbertson (2000), onde todas as cinco 

espécies do grupo porri analisadas (A. porri, A. solani, A. dauci, A.crassa, A. 

macrospora) apresentaram pouca variação entre suas sequências. Em estudos 

envolvendo outros gêneros de fungos foi encontrada bastante variabilidade em 

sequências de ITS e SSU dentre espécies relacionadas muito próximas (Li et al, 1994; 

Morales et al., 1992, Kretzer et al., 1996), sugerindo que isolados de Alternaria com 

pequena ou nenhuma variação na sequência, podem representar categorias 

intraespecíficas como subespécies, variedades e/ou estirpes (Pryor & Gilbertson, 2000). 

Já foi proposto que certos membros do grupo porri representam variedades ou formas 

especiais de uma única espécie (Joly 1964; Neegard, 1945). Os resultados deste trabalho 

em conjunto com os gerados por Pryor & Gilbertson (2000) que revelaram altos graus 

de similaridade entre espécies do grupo porri e os isolados, dão suporte a concepção. 

A árvore filogenética do gene Alt a1 apresentou todos os isolados em um grande 

clado que contém subgrupos menores. Um isolado de cebolinha ficou agrupado com a 
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espécie de A. dauci. O outro subgrupo formado foi o de A. tenuissima e A. alternata 

com dois isolados; EH 16 e EH 272. O mesmo agrupamento ocorreu na análise com 

ITS, ou seja, os dois isolados ficaram no grupo alternata. O outro grupo formado por 

A.longipes enquadrou mais três isolados, dois de cebola e um de alho, EH 291, EH 996 

e EH 603 (Figura 8). Na árvore do ITS, tais isolados se dispuseram junto com as três 

espécies, A. alternata, A. tenuissima e A. longipes. No caso deste agrupamento, foi 

possível uma separação melhor dos isolados na análise com Alt a1 já que eles se 

agruparam junto com uma única espécie (A. longipes). O isolado EH 1167 de cebolinha 

foi o único que se agrupou com A. crassa, A macrospora e A.iranica (Figura 4), 

indicando que se difere da maioria. 

Em relação à morfologia e morfometria realizadas, dos 40 isolados colocados 

para esporular nos dois experimentos testados, somente 10 produziram conídios e 

conidióforos passíveis de serem medidos. Apenas um isolado (EH 1167) produziu 

esporos solitários e não dispostos em cadeia. Este isolado foi alocado no grupo A. 

crassa na análise do gene Alt a1 (Figura 8). Os outros, apesar de pequenas diferenças, 

têm características morfológicas muito parecidas (Figuras 10 e 11) e enquadram-se no 

grupo de esporos produzidos em cadeia e menores. 

Ao serem comparadas as dimensões das estruturas e frutificações dos isolados 

medidas, bem como as fotografias (Figuras 10 e 11), com a descrição das espécies 

realizada por Simmons (2007), foi possível constatar que os isolados, se enquadraram, 

genericamente nas espécies usadas para a construção das árvores, as quais eles se 

agruparam tanto em relação às sequências da região ITS quanto às sequências do gene 

Alt a1. 

Os isolados esporulados, EH 16, EH 43, EH 271, EH 602, EH 603EH 642, EH 

823, EH 996, segundo as dimensões medidas foram enquadrados no grupo alternata e 

tenuissima. O EH 1227 foi alocado no grupo de espécies de A. longipes. E por último o 

isolado EH 1167 ficou no grupo de A.crassa. Esses resultados foram semelhantes aos 

obtidos na análise molecular. Na árvore ITS, todos os isolados, com exceção do EH 

1167 que não estava presente na análise, ficaram enquadrados no grupo-espécie 

alternata que inclui A. tenuissima, A. alternata e A. longipes (Figura 4). Os isolados EH 

16 e EH 272 ficaram juntos com as espécies de A. alternata e A. tenuissima. Na análise 

com Alt a1, os isolados EH 996 e EH 603 ficaram mais próximos de A. longipes. O 
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isolado com características morfológicas divergentes ficou alocado com as espécies A. 

crassa, A. macrospora, A. iranica (Figura 8). 

A partir das considerações feitas conclui-se que a filogenia molecular utilizando 

o gene Alta1 e a região ITS1-5.8S-ITS2 foi consistente com os resultados da 

caracterização morfológica. Esta comparação teria sido mais abrangente caso fosse 

possível realizar a esporulação de uma maior quantidade de isolados que produzem 

conídios solitários e grandes com rostros proeminentes. De acordo com o que foi 

mostrado pelas árvores filogenéticas, neste trabalho, há mais isolados com esse padrão 

de esporos e frutificações do que com esporos pequenos, normalmente dispostos em 

cadeia. Ademais, quando foi feito isolamento monospórico direto das lesões, a grande 

maioria deles era do tipo solitário e com rostro comprido. Só eram selecionados em 

cadeia e sem rostro ou com rostro curto, quando estes apareciam em lesões, sem a 

presença dos primeiros. 

A expectativa inicial deste trabalho foi que a análise com o gene Alt a1 pudesse 

discriminar melhor as espécies porque é uma região conservada específica deste gênero 

(De Vouge et al., 1996; Cramer & Lawrence, 2003). Por outro lado, o rDNA é uma 

região universal onde espera-se baixo grau de polimorfismo entre isolados da mesma 

espécie (Vilgalys & Gonzales, 1990). Após a realização das análises com as duas 

regiões genômicas, foi possível constatar que, neste caso, os iniciadores 

correspondentes à região ITS em geral apresentaram uma melhor resolução taxonômica 

que o Alt a1. Além disso, amplicons da região ITS1-5.8S-ITS2 foram obtidos para todos 

os isolados em estudo e puderam ser sequenciados diretamente, sem necessidade de 

reamplificação, o que tornou a análise com rDNA mais simples do que a análise feita 

com o gene Alta1. 

Com o presente trabalho é possível concluir que há variabilidade dentro dos 

isolados de Alternaria que poderá ser melhor explorada refinando-se as regiões 

genômicas empregadas ou ainda utilizando outras regiões em conjunto com as que já 

foram estudadas. Pois dessa forma haverá mais resultados para comparação entre os 

isolados e as espécies e para a construção de filogenias mais robustas e completas. Em 

relação à morfologia, é necessário desenvolver uma metodologia que seja eficiente para 

induzir esporulação neste grupo de isolados oriundos de plantas do gênero Allium. 
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