Analise via PCR de germoplasma de cebola empregando marcadores
moleculares derivados de genes analogos de resisténcia a doencas.
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RESUMO

A cultura da cebola é afetada por um grande numero de doencas e alguns genes de
resisténcia tém sido descritos nesta espécie. Alguns dos genes de resisténcia de
plantas a patégeno ja isolados apresentam homologia entre si e estas similaridades
estruturais possibilitaram a estratégia de amplificar via PCR, fragmentos gendémicos
analogos aos genes de resisténcia em distintas espécies. Objetivo deste trabalho foi
conduzir uma analise do tipo "fingerprinting” de uma cole¢cdo germoplasma de cebola
utilizando o sistema de marcadores “DR Analogs”. Este germoplasma é composto por
acessos adaptados a regides tropicais e com diferentes respostas a antracnose e ao
mildio. Foi empregada uma estratégia de amplificagdo via PCR heterélogo com dez
combinagdes de “primers”. Um total 66 amplicons passiveis de serem anotados foram
obtidos. O numero de amplicons por primer variou de quatro até 12. Diferengas foram
observadas para os padrées dos amplicons entre os diferentes acessos, porém em um
nivel relativamente baixo para uma espécie alégama como a cebola. Uma andlise
empregando um conjunto mais amplo de “primers” DR esta em andamento. Um sub-
grupo de amplicons (polimérficos ou ndo) esta sendo purificado e clonado visando uma
caracterizacao mais refinada incluindo analise de seqiéncia. Todas estas populacoes
possuem adaptagdo a uma ou mais regides tropicais e apresentam diferentes tipo de
resposta a infeccao por patégenos. Desta forma, estes marcadores poderao ser Uteis
em trabalhos de mapeamento genético e poderdo dar subsidios no processo de
identificacdo de materiais com resisténcia multipla a doengas.
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ABSTRACT - Fingerprinting onion germplasm using PCR markers derived from
resistance gene analog primers.

Onion (Allium cepa L.) is affected by a large number of diseases and sources of
resistance to important pathogens have been identified in cultivated and wild relative
accessions. Resistance gene analogs (RGA) is a novel class of PCR-based molecular



markers developed by converting the genetic information of conserved motifs present in
resistance genes into universal primers that are potentially able to amplify similar
genomic segments in distinct plant species. However, there is so far no report of cloned
resistance genes as well as the employment of the RGA marker system in onion. In the
present work, the RGA marker system was employed in fingerprinting assay of 24 onion
accessions. A total of 66 scorable amplicons were obtained with the number of
amplicons per primer ranging from four to 12. It was observed very uniform RGA
amplicon patterns. An analysis employing a large set of DR primers is now underway.
This is the first report of the usefulness of the RGA marker system in fingerprinting
onion cultivars. In addition, the availability of RGA markers (commonly linked to disease
resistance gene clusters in several plant species) might be potentially useful in marker-
assisted programs aiming for the development of disease resistance onion cultivars.
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INTRODUCAO

A cebola (Allium cepa L.) é afetada por um grande nimero de doencas causadas por
fungos, bactérias, virus e nematdides e alguns genes de resisténcia tém sido descritos
nesta espécie (KIK, 2002). Genes de resisténcia de plantas a patdégeno apresentam
homologia entre si, particularmente em certos dominios conhecidos, tais como as
repeticbes do aminoacido de leucina, ou LRR ("leucine rich repeats"), e os sitios de
adesdo de nucleotideos ou NBS ("nucleotide binding sites”) (BENT, 1996). A
descoberta destas similaridades estruturais possibilitou a interessante estratégia pela
qual a esta informagdo de sequéncia pode ser usada para gerar oligonucleotideos
capazes de amplificar, em distintas espécies, fragmentos gendmicos analogos aos
genes de resisténcia via PCR (LEISTER et al.,, 1996). Objetivo deste trabalho foi
conduzir uma analise do tipo “fingerprinting” com o sistema de marcadores “DR
Analogs” utilizando uma coleg¢do germoplasma contendo acessos adaptados a regides
tropicais e com diferentes respostas a antracnose e mildio (Peronospora destructor).
MATERIAL E METODOS

Para o isolamento de “DR analogs”, 24 variedades/hibridos de cebola foram utilizados:
‘Chata Roxa’; ‘IPA 3’; ‘Valenciana 14’; ‘Beta Cristal’; ‘Diamante’; ‘IPA 6’; ‘Roxa’;
‘Aurora’; ‘Bojuda de Rio Grande’; ‘Alfa-Tropical’; ‘IPA 4’; ‘Sdo Paulo’; ‘Primavera’;
‘Mercedes’; ‘IPA 9’; ‘Crioula’; ‘Conquista’; ‘Pira Ouro’; ‘Vale Ouro’; ‘Franciscana’;
‘Serrana’; ‘'CNPH 6400’; ‘Petroline’ e ‘Baia Periforme’. O DNA total foi purificado a partir
de tecido de folhas jovens utilizando-se o método de CTAB 2X com solventes
organicos. Foi utilizada uma estratégia de amplificacdo via PCR heter6logo com dez



combinacdes de “primers” do tipo DR Analogs (S2xAs1; S2xAs2; S2xAs3; S2xLM637;
S2xR1; F1xAs1; F1xAs2; F1xAs3; F1xLM637; F1xR1) desenhados para o motivo
(NBS) (PAN et al.,, 2000). As reagbes de amplificacdo de DNA foram as padrdes para
PCR, sendo realizadas em um termociclador (GeneAmp® PCR System 9700)
programado para um ciclo de cinco minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos repetidos nas
seguintes condigdes: 30 segundos a 95°C (desnaturagdo), 1 minuto a 45°C
(anelamento) com ramp 70% e trés minutos a 72°C (extens&o). Apos, foi efetuado um
passo final de extensdo de 10 minutos a 72°C. Os amplicons foram separados por
eletroforese em gel de agarose (1,5%) em tampao TAE 1X, fotodocumentados e
analisados de acordo com os padrdes produzidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferencas foram observadas entre os diferentes acessos, porém em um nivel baixo
para uma espécie aldgama como a cebola (Figura 1). Um subgrupo de amplicons
(polimorficos ou n&o) esta sendo purificado e clonado visando uma caracterizagéo de
sequiéncia. A disponibilidade de marcadores moleculares associados com
caracteristicas relevantes para o melhoramento genético da cebola permite facilitar a
incorporacdo de caracteres de interesse em populagdes elite. Todas as populagées
avaliadas possuem adaptacdo a regides tropicais e apresentam diferentes tipos de
resposta a patdgenos. Desta forma, estes marcadores poderdo ser Ulteis em
mapeamento genético e em sistemas de caracterizacdo de germoplasma. Além disso,
poderdo subsidiar o processo de definir e/ou maximizar potenciais cruzamentos
heteréticos e viabilizar busca de parentais de melhores caracteristicas agronémicas
visando o desenvolvimento de hibridos com resisténcia multipla a doencas.
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Figura 1. Padrdo de bandas de DNA de cebola amplificados com combina¢des de primers DR-
analogs em gel de agarose 1,4%. Os numeros correspondem a origem do DNA: (1)Chata
Roxa; (2) Roxa IPA 3; (3) Valenciana-14; (4) Beta Cristal; (5) Diamante; (6) Composto IPA 6;
(7) Roxa; (8) Aurora; (9) Bojuda Rio Grande; (10) Alfa Tropical; (11) Péra IPA-4; (12) Séao
Paulo; (13) Primavera; (14) Mercedes amarela; (15) Belém IPA-9; (16) Crioula; (17) Conquista;
(18) Pira Quro; (19) Vale Ouro IPA 11; (20) Franciscana IPA 10; (21) Serrana; (22) CNPH 6400;
(23) Petroline e (24) Baia Periforme.



