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Resumo

A ident if icação de diferentes t ipos de citoplasma associados a 
macho-esterilidade foi facilitada com a aplicação de marcadores de 
DNA em reações de Polymerase Chain React ion (PCR), auxiliando 
no desenvolvimento de cultivares híbridas de cebola Allium cepa L. 
(LILIACEAE). A produção de sementes híbridas tem sido conduzida 
com o emprego de dois sistemas de macho-esterilidade (CMS-S 
e CMS-T) em associação ao sistema macho-fértil (CMS-N). A 
combinação dos marcadores 5’cob e orfa501A pode distinguir os 
três tipos de citoplasma. O objetivo deste t rabalho foi identif icar, por 
meio de marcadores moleculares, o t ipo de citoplasma presente em 
acessos de cebola, que vêm sendo estudados na Embrapa Semiárido 
de forma a orientar e facilitar o desenvolvimento de híbridos de cebola. 
Entre os 30 acessos analisados, observou-se a presença dos t rês 
tipos de citoplasma (‘S’, ‘N’  e ‘T’). Doze acessos apresentaram tipo 
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de citoplasma exclusivamente ‘N’ , sete foram exclusivamente ‘S’  e 
apenas dois exclusivamente ‘T’ . Sete acessos apresentaram mistura 
entre os tipos de citoplasma ‘N’  e ‘T’ , dois entre ‘N’  e ‘S’  e dois 
entre ‘S’  e ‘T’. Estes resultados auxiliarão na escolha de genitores em 
programas de melhoramento de cebola objetivando o desenvolvimento 
de híbridos.
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Introdução

 
A cebola Allium cepa L. (LILIACEAE) tem grande importância 
econômica para o Brasil, onde foi produzido 1,32 milhão de toneladas 
em 2013 (AGRIANUAL, 2014). A produtividade de híbridos de cebola 
tem sido de até 192% a mais em relação ao parental mais produtivo 
e de até 367% em relação a algumas cult ivares de polinização aberta 
(DOWKER, 1990). 

O sistema citoplasma macho-estéril (CMS) é a base para a produção 
de híbridos de cebola, que requer a identif icação de linhagens 
macho-estéreis, linhagens mantenedoras da macho-esterilidade e de 
linhagens polinizadoras com boa capacidade de combinação (SANTOS 
et  al., 2008). Linhagens macho-estéreis (Smsms) podem ser mantidas 
por sementes quando cruzadas com uma linhagem mantenedora, a 
qual possui citoplasma normal (‘N’ ) para macho-fertilidade e genótipo 
msms para o loco restaurador da fert ilidade no sistema CMS-
(S) (SANTOS et  al., 2008). Além do citoplasma ‘N’  macho-fért il, 
dois outros foram ident if icados em cebola: a) C – identif icado na 
população Rijinsburger, e b) T- identif icado na população Jaunepaille 
dês vertus (SZKLARCZYK et  al., 2002). 

A fertilidade é restaurada por um alelo dominante (Ms) no sistema 
CMS-(S) e por t rês loci que segregam independentemente no sistema 
CMS-(T) (HAVEY, 1995). Apenas os sistemas CMS-(S) e o CMS-(T) 
são usados para a produção comercial de híbridos (ENGELKE et al., 
2003).

A identificação de diferentes tipos de citoplasma associados a 
macho-esterilidade foi facilitada com a aplicação de marcadores 
de DNA em reações de Polymerase Chain Reaction (PCR): 1) os 
primers desenvolvidos por Sato (1998) levam em consideração a 
reordenações na proximidade com o gene mitocondrial cobe; 2) os 
primers desenvolvidos por Engelke et al. (2003) consideram quiméricas 
mitocôndriais CMS específicas de cebolinha (Allium schoenoprasum). 
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O objet ivo deste trabalho foi ident if icar, por meio de marcadores 
moleculares, o tipo de citoplasma presente em acessos de cebola, 
de forma a orientar e facilitar o desenvolvimento de híbridos de 
cebola em programas de melhoramento em andamento na Embrapa 
Semiárido.

Material e Métodos

Foram coletadas amostras foliares jovens de 30 acessos de cebola, 
da coleção de t rabalho da Embrapa Semiárido, Petrolina, PE (Tabela 
1). A extração de DNA destes acessos foi realizada ut ilizando-
se o protocolo CTAB 2x (DOYLE; DOYLE, 1990) com algumas 
modificações: 7.500 rpm e 10.000 rpm, na primeira e segunda 
centrifugação,   -mercaptoethanol 2% e incubação a 60 ° C por 30 
minutos. O DNA foi ressuspendido em tampão Tris-EDTA e foram 
tratadas com RNAse. A integridade do DNA total, após t ratamento 
com RNAse, foi observada em gel de agarose 0,8%. 

As reações de PCR foram realizadas conforme metodologia de 
Engelke et  al. (2003), com modif icações para um volume final de 
20 µL: 0,25 µM de cada primer, 150 mM de cada dNTP, 1X de 
tampão de PCR, 2,0 mM de MgCl

2
, 2,5 unidades da enzima Taq 

DNA polimerase e 50 ng de DNA total. Os primers usados para 
a identif icação dos citoplasmas foram os desenvolvidos por Sato 
(1998), que amplif icam os fragmentos de 180 pb e 414 pb, e os 
desenvolvidos por Engelke et al. (2003), que amplif icam fragmento de 
473 pb. 

A programação do termociclador para as amplif icações com os 
marcadores 5’cob consist iu de:  a) um ciclo inicial de 2 minutos a 
94 ° C, b) 36 ciclos de 30 segundos a 94 ° C, 1 minuto a 53 ° C e 
2 minutos a 72 ° C, e c) um ciclo final de 5 minutos a 72 ° C. Para 
os marcadores orf501A adotou-se: a) um ciclo inicial de 2 minutos 
a 94 ° C, b) 40 ciclos de 30 segundos a 94 ° C, 1 minuto a 54 ° C, 
2 minutos a 72 ° C, e c) um ciclo final de 5 minutos a 72 ° C. Os 
produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1,5%.
A ident if icação de citoplasmas N, S e T baseou-se na metodologia 
de Engelke et  al. (2003): 1) citoplasma N – presença do fragmento 
de 180 pb e ausência dos demais f ragmentos; 2) citoplasma S 
– presença dos f ragmentos de 180 pb, 414 pb e 473 pb; e 3) 
citoplasma T – presença dos fragmentos de 180 pb e de 473 pb e 
ausência do fragmento de 414 pb.  
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Acesso
Número de plan-

tas analisadas

Tipo de citoplasma

‘S’ ‘N’ ‘T’

30 B CNPH 5 5

30 A CNPH 5 5

39 B CNPH 5 5

39 A CNPH 5 4 1

81 A CNPH 5 5

81 B CNPH 4 2 2

80 B CNPH 5 5

80 A CNPH 5 1 4

65 B CNPH 5 5

65 A CNPH 5 1 4

78 B CNPH 5 5

78 A CNPH 5 1 4

6109 B CNPH 5 4 1

55 A CNPH 5 5

55 B CNPH 5 5

54 B CNPH 5 5

54 A CNPH 4 4

IPA 10 5 2 3

IPA 11 5 5

IPA 12 5 5

T6 13 CR 15 4 4

T8 11 CR 13 A 5 5

T 11 Botucatu 4 4

25 CA 10 4 4

17 CAI 1 5 3 2

T 11 Botucatu B 5 5

Cascuda amarela SI 5 5

44 B CNPH 4 4

6268 A CNPH 4 1 3

T8 11 CR 13 5 3 2

Tabela 1. Número de plantas e t ipo de citoplasma de acessos de 
cebola Allium cepa L. (LILIACEAE) analisados com marcadores 
moleculares de DNA específicos para os t ipos estéril ‘S’, normal ‘N’  e 
estéril ‘T’ .
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Resultados e Discussão

 
Foram necessárias apenas duas reações de PCR para a correta 
identif icação do citoplasma ‘S’ , ‘N’  ou ‘T’: uma com os primers ‘N’ 
+  ‘S’  +  Comum (SATO, 1998) e outra com os primers publicados 
por Engelke et  al. (2003). Nos géis de agarose foi possível verif icar a 
presença dos f ragmentos de 180 pb, 414 pb e 473 pb e não foram 
observadas amplif icações indesejadas. Estes resultados indicam que a 
metodologia utilizada é adequada para amplif icar a pequena quantidade 
do DNA mitocondrial, onde a mutação para a macho-esterilidade 
citoplasmática é encontrada. Este resultado corrobora com os 
apresentados por Engelke et  al. (2003) e Santos et  al. (2008).

Os acessos 30 B CNPH, 39 B CNPH, 80 B CNPH, 65 B CNPH, 78 B 
CNPH, 55 B CNPH, 54 B CNPH, IPA 11, T11 Botucatu, T11 Botucatu 
B, Cascuda amarela SI e 44 B CNPH apresentaram 100% das plantas 
com citoplasma N (Tabela 1). Estes são macho-férteis e podem ser 
utilizados como linhagens mantenedoras.

Os acessos 30 A CNPH, 81 A CNPH, 54 A CNPH, IPA 12, T6 13 CR 15, 
T8 11 CR 13 A e 17 CAI 1 apresentaram 100% das plantas analisadas 
com citoplasma ‘S’ . Os acessos 55 A CNPH e Alfa São Francisco 
apresentaram 100% das plantas com citoplasma ‘T’ (Tabela 1). Segundo 
Santos et al. (2008) dados de CMS com citoplasma ‘T’  são raros, pois 
até 2003 não era possível distinguir o citoplasma ‘T’  do citoplasma ‘N’  
por métodos moleculares. Os demais acessos apresentaram mistura de 
citoplasma ‘N’ e ‘T’ , ‘S’  e ‘N’  ou ‘S’  e ‘T’ (Tabela 1).

Os pares dos acessos 30 B CNPH e 30 A CNPH, 55 A CNPq e 
55 B CNPQ, e 54 B CNPH e 54 A CNPH são boas opções para o 
desenvolvimento de híbridos, pois não apresentaram misturas nas linhas 
‘A’ e ‘B’, tendo sido estudadas previamente na Embrapa Hortaliças 
(Tabela 1). A cultivar IPA 10 e a população 17 CAI 10, por apresentarem 
plantas de diferentes citoplasmas, são potenciais para a identif icação de 
linhas ‘A’  e ‘B’, objetivando o desenvolvimento de híbridos de cebola. 

Conclusão

 
Observou-se a presença dos três t ipos de citoplasma (‘S’ , ‘N’  e ‘T’ ) 
nos 30 acessos de cebola analisados. Onze acessos apresentaram 
tipo de citoplasma exclusivamente ‘N’ , sete foram exclusivamente ‘S’ , 
dois exclusivamente ‘T’  e dez apresentaram mistura entre os tipos de 
citoplasma ‘N’  e ‘T’ , ‘N’  e ‘S’  e ‘S’  e ‘T’ . 
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