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RESUMO

Foi estimada a similaridade genética entre cultivares de cebola de
diferentes tipos e regides geograficas, de forma a orientar programas
de recursos genéticos e melhoramento da espécie no Nordeste brasi-
leiro. Foram analisadas 41 cultivares, adotando-se para a visualizagdo
da similaridade genética o fenograma UPGMA gerado da matriz de
distancias genéticas estimadas pelo coeficiente de Jaccard e baseadas
em 146 bandas polimorficas de Pst1 e Msel de AFLP. A correlagao
cofenética foi de 0,91, indicando boa confiabilidade da representa-
cdo grafica para a interpretagdo dos resultados. Foram observados
dois grupos principais no fenograma, no ponto de corte de 0,55 de
similaridade: 1) grupo formado por cultivares predominantemente
brasileiras, com algumas inclusdes de cultivares estrangeiras; ¢ 2)
grupo formado por trés cultivares estrangeiras (Mercedes, Perfect e
TEG 502 PRR). Rijnsburger Jumbo e IPA 8 apresentaram a maior
similaridade (85%), enquanto Madrugada foi a mais divergente em
relagdo as demais cultivares. As cultivares da série IPA se dividiram
em subgrupos no grupo das cultivares brasileiras (IPA 8, IPA 10 e
IPA 11;TPA 12,TPA 7, TPA 2 ¢ IPA 6; IPA 3, IPA 4 ¢ IPA 9), indicando
haver variabilidade genética a ser explorada entre aquelas situadas
em subgrupos distintos. Bola Precoce e BRS Cascata apresentaram
a maior similaridade entre as cultivares de origem brasileira. Foi
observada similaridade superior a 39%, refletindo a alta variabilidade
genética da colegdo de cebola estudada. A introdugao de novos aces-
sos deve considerar procedéncias outras que ndo norte americanas,
para aumentar a variabilidade de germoplasma de cebola disponivel
no Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: Allium cepa, cultivares, dissimilaridade, indice de
Jaccard, UPGMA.

ABSTRACT

Genetic similarity among onion cultivars of different types
and origins, based on AFLP markers

The genetic similarity among onion cultivars of different origins
was evaluated, in order to carry out genetic resources and breeding
programs for this species on the Brazilian Northeast. Forty-one onion
cultivars were analyzed for 146 polymorphic Pst1/Msel AFLP bands,
according to UPGMA phenogram, built with the Jaccard’s similarity
coefficient matrix. The phenogram co-phenetic value was estimated
in 0.91 showing a good adequacy of the data. In the phenogram were
observed two main onion groups at the cut point of 0.55 of similarity:
1) group composed of predominantly Brazilian cultivars, with some
inclusion of foreigners; and 2) group with three foreign cultivars
(Mercedes, Perfect and TEG 502 PRR). Rijnsburger Jumbo and IPA 8
presented the largest similarity (85%), while Madrugada presented the
greatest dissimilarity to the other cultivars. The cultivars developed
by IPA were split in sub-groups within the group 1: IPA 8, IPA 10
and IPA 11; IPA 12, IPA 7, IPA 2 and IPA 6; IPA 3, IPA 4 and IPA
9, suggesting that genetic variability could be explored by crosses
among cultivars from different IPA subgroups. Bola Precoce and
BRS Cascata presented the greatest similarity among the Brazilian
cultivars. A similarity greater than 39% was observed, suggesting a
high genetic variability of the analyzed onion collection. Introduction
of new cultivars should take in consideration other origins than USA,
in order to increase the genetic variability of onion germplasm in the
Northeast Brazil.

Keywords: Allium cepa, cultivars, dissimilarity, Jaccard’s coef-
ficient, UPGMA.
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Agebola, Allium cepa L. (2n=16), ¢
riginaria das regides de clima tem-
perado que compreendem o Afeganis-
tao, o Ira e partes do sul da antiga Unido
Soviética. Tem sido cultivada por mais
de 5.000 anos e, provavelmente, ndo
existe mais em estado silvestre. As es-
pécies mais proximas sao 4. galanthum
e A. vavilovii, as quais podem ser encon-
tradas em estado silvestres em areas da
antiga Unido Soviética e no Afeganistao
(Goldman et al., 2000). Os europeus
trouxeram a cebola para as Américas
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logo no inicio do “descobrimento” e no
século XIX a introduziram no leste da
Asia (Fritsch & Friesen, 2002).

No Brasil, a cultura da cebola teve
inicio no século XVIII no Rio Grande
do Sul (municipios de Mostardas, Rio
Grande e S3o José do Norte), intro-
duzida pelos acorianos (Barbieri &
Medeiros, 2005). A partir de acessos de
cebola introduzidos da Europa foram
selecionadas duas populacdes princi-
pais: Baia Periforme no Rio Grande do
Sul e Crioula em Santa Catarina (Buzar

et al., 2007). No Nordeste brasileiro a
cebola amarela foi introduzida no final
da década de 1940, nas regioes de Ca-
brobd e Belém do Sao Francisco, sendo
predominantemente produzida no Vale
do S3o Francisco. Selegdes locais como
Roxa do Barreiro e Roxinha de Belém,
esta ultima A. cepa var. aggregatum,
ja eram cultivadas na regido (Costa et
al., 1999).

As cultivares desenvolvidas pela
Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuaria (IPA) ocupam quase 90%
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do total da area cultivada com cebola na
regido do Vale do Sao Francisco (Pereira
et al., 2000). Cultivares importadas do
tipo “Grano” e hibridos tipo “Granex”
sdo tradicionalmente cultivados no
Nordeste e Sudeste do Brasil, sendo
que no Nordeste dominaram o mercado
até por volta de 1995. No Sul do Brasil
predominam as cultivares dos tipos Baia
Periforme e Crioula (Leite, 2005; Buzar
et al., 2007).

Relagdes genéticas entre cultivares
de cebola tém sido estabelecidas com
marcadores moleculares dominantes,
como RAPD (Leite et al., 2009), com
marcadores moleculares codominantes,
como microssatélites (Jakse et al., 2005;
Mahajan et al., 2009) e com marcadores
morfologicos e agrondmicos (Barbieri et
al.,2005; Buzar et al.,2007). Aplicacao
de marcadores dominantes tipo AFLP
ndo tem sido relatada na literatura es-
pecializada, sendo que sua aplicagdo na
cebola esta restrita no desenvolvimento
de mapas preliminares de ligacdes
genéticas (Heusden et al., 2000) ou
para o mapeamento de alelos do gene
restaurador da fertilidade (Gokce et
al., 2002). A técnica do AFLP tem sido
também usada na analise da influencia
da distancia geografica e altitude na
divergéncia genética de trés espécies de
Allium silvestre no oeste norte america-
no (Phillips et al., 2008).

Apesar da dominancia, o marcador
AFLP ¢ considerado uma poderosa fer-
ramenta para analises de diversidade,
devido a reprodutibilidade, a robustez,
a geragdo de poucos artefatos ¢ a ampla
cobertura do genoma, apresentando
resultados congruentes em varias
situagdes com marcadores microssa-
télites (Meudt & Clarke, 2007). Para
Jaske et al., 2005) um dos problemas
da aplicagdo de AFLP em cebola esta
relacionado com o grande numero de
bandas produzidas, em especial pela
combinacdo das enzimas EcoR1 e Msel,
que ndo podem ser analisadas nos géis
de poliacrilamida.

Este trabalho teve como objetivo
estimar a similaridade genética, baseada
em marcas de AFLP, entre cultivares de
cebola de diferentes tipos e regides geo-
graficas, de forma a orientar programas
de recursos genéticos ¢ melhoramento
da espécie para o Nordeste do Brasil.
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MATERIAL E METODOS

As 41 cultivares de cebola esco-
lhidas para o presente estudo (Tabela
1) sdo parte da colegdo de trabalho do
programa de melhoramento de cebola da
Embrapa Hortalicas e Semiarido. Além
de originarias de regides geograficas
distintas, representam diferentes grupos
agrondmicos (Baia Periforme, Crioula,
Péra, Grano, Granex e Gladalan) e
possuem qualidades agronémicas dese-
javeis para o melhoramento, bem como
boa adaptacdo as condi¢des de cultivo
do Vale do Rio Sao Francisco.

O DNA total foi extraido de amos-
tras foliares de cinco plantas em torno de
30 dias apos a semeadura em Petrolina-
PE, para constituir um ‘bulk’ de cada
cultivar. A sementeira foi formada com 8§
a 10 g de sementes/m?, em sulcos trans-
versais ao comprimento do canteiro. Foi
incorporado 50 g/m?* da mistura do adu-
bo 6-24-12 antes da semeadura ¢ uma
complementagdo com adubagio nitroge-
nada em cobertura, aos 20 dias apds a
semeadura, empregando-se 5 g de uréia/
m?. O protocolo para extragdo do DNA
foi 0o CTAB 2x (Doyle & Doyle, 1990),
modificado para 6.000 e 13.000 rpm
na primeira e segunda centrifugagao,
respectivamente; beta-mercaptoetanol
a 2% e incubagdo a 60°C durante 30
minutos para todas as amostras. Apds a
adicdo do tampao Tris-EDTA, a solugao
de DNA foi tratada com RNAse para
remover RNAs co-isolados. A quanti-
ficacdo e a integridade do DNA foram
verificadas em gel de agarose 0,8%,
seguido da diluigdo do DNA gendmico
para 50 ng L.

Aproximadamente 200 ng de DNA
de cada cultivar foi duplamente digerido
com 0,65 unidades das endonucleases
Pstl e Msel, por 2,5 horas em termo-
ciclador. A programag¢do do termoci-
clador para amplificagdes pré-seletivas
consistiu de 20 ciclos a 94°C durante
30 segundos, 56°C durante 1 minuto
e 72°C durante 1 minuto. Cada reagdo
foi entdo diluida 20 vezes em tampao
TE. Foram realizadas reagdes seletivas
de amplifica¢do para um volume final
de 10 uL de acordo com o protocolo:
0,2 uM do inciador da Pst/, 0,3 uM do
iniciador da Msel, 0,2 mM de dNTPs, 1x
tampao de PCR (100 mM Tris-HCI (pH

8,3), 500 mM KCI), 2,5 mM de MgCl,,
0,5 unidades de Tag DNA Polimerase
e 2 uL do DNA pré-amplificado. A
programacdo do termociclador para as
amplificagdes seletivas consistiu de um
ciclo a 94°C, seguido de 65°C durante
30 segundos e de 72°C durante 1 minuto,
repetidos 13 vezes e com a temperatura
de anelamento de 65°C diminuindo de
0,7°C em todo ciclo subseqiiente; 23
ciclos a 94°C por 30 segundos, 56°C
durante 30 segundos e 72°C durante
um minuto. As reagdes foram aquecidas
durante 3 minutos a 94°C na presenca de
formamida e imediatamente colocadas
sob gelo antes da aplicag@o nos géis de
poliacrilamida. Os géis foram corados
com nitrato de prata conforme Creste
et al. (2001). Todas as reagdes foram
conduzidas no laboratério de genética
da Embrapa Semi-Arido.

Foram consideradas para analises
apenas as cultivares que apresentaram
numero de falhas inferior a 10% do total
de bandas polimorficas, como discutido
por Warburton & Crossa (2000). A partir
dos dados de presenga ou auséncia de
bandas foi construida a matriz de simi-
laridade adotando-se o indice de Jaccard
e confeccionado o fenograma pelo mé-
todo de agrupamento UPGMA (Método
de Agrupamento nao Ponderado com
base na Média Aritmética), disponivel
no programa NTSYS (Rohlf, 1989). A
avaliagdo do ajuste do fenograma foi
realizada pela correlagdo cofenética,
ou seja, a correlagdo entre as distancias
reais e as representadas graficamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 146 fragmentos po-
limorficos e 38 monomorficos em 13
combinagdes de primers (CP) EcoR1/
Msel de AFLP, com média de 11,2 e
2,9 fragmentos polimoérficos e mono-
morficos por CP, respectivamente. As
CPs produziram os seguintes niumeros
de bandas: GGG_CCC (11), GGA_CTG
(11), GGG _CTC (14), GGA CTG (9),
GAT CAC(9),GGG_CAC(15),GGA
CCC(13), GGC_CTG (11),GGA CAC
(12), GGG_CTG (11), GCT _CTG (12),
GAT CTG (7) e GCC_CAG (11). A
média de 15 fragmentos polimorficos
de AFLP, com marcagdo com P*, foi
relatada por Vos et al., 1995, a qual é
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Tabela 1. Pais de origem, tipo (polinizagdo livre ou hibrida) e descendéncia de 41 cultivares de cebola avaliadas com marcadores AFLP
(origin, type (open pollinated or hybrid) and descendent of 41 onion cultivars analysed with AFLP markers). Petrolina, Embrapa Semi-
Arido, 2007.

Populagdes Origem Tipo Descendéncia

Alfa Sao Francisco Brasil P. livre Alfa Tropical!

Alfa Tropical Brasil P. livre Baia Periforme?

Aurora Brasil P. livre Baia Periforme’

Baia Periforme Super Precoce  Brasil P. livre Baia Periforme’

Beta Cristal Brasil P. livre Dehydrator n°2 x Dehydrator n°5 x Dehydrator n°8 x
Primero x White Creole®

Bola Precoce ,(Empasc 352) Brasil P. livre Baia Periforme!®

BRS Cascata Brasil P. livre Péra Norte®

CNPH 6400 Brasil P. livre Baia Periforme x Valcatorce INTA®

Conquista Brasil P. livre Baia Periforme’

Crioula Alto Vale (Epagri 362)  Brasil P. livre Crioula'

Crioula Mercosul Brasil P. livre Crioula™

Excel Italia P. livre Yellow Bermuda'!

Henry’s Special PRR Estados Unidos P. livre Granex'?

IPA-10 Brasil P. livre Roxa IPA-3 x Red Creole*

IPA-11 Brasil P. livre Roxa IPA-3 x Belém IPA-9*

IPA-12 Brasil P. livre Roxa IPA-3 x Texas Grano 1015Y”

IPA-2 Brasil P. livre Baia Periforme*

IPA-4 Brasil P. livre Baia Periforme*

IPA-6 Brasil P. livre Baia Periforme*

IPA-7 Brasil P. livre Péra Norte*

IPA-8 Mogambique P. livre Mutuali®

IPA-9 Brasil P. livre Baia Periforme*

Jubileu Brasil P. livre S. 1.5, mas provavelmente de ‘Péra Norte’

Madrugada Brasil P. livre Baia Periforme’

Mayon S. LB P. livre S. LB

Mercedes Estados Unidos Hibrido  Granex'

Norte 14 Brasil P. livre Péra Norte'?

Optima Australia Hibrido  Gladalan'

Perfecta Australia Hibrido  Gladalan'*

Pira Ouro Brasil P. livre Baia Periforme®

Primavera Brasil P. livre Baia Periforme®

Régia Brasil P. livre Gladalan'

Rijnsburger Jumbo Holanda P. livre S. LB

Roxa 13 Brasil P. livre Texas Grano’

Roxa do Barreiro Brasil P. livre S. LB

Roxa IPA-3 Brasil P. livre Roxa do Barreiro*

Sao Paulo Brasil P. livre Texas Grano®

Serrana Brasil P. livre Baia Periforme’

TEG 502 Estados Unidos P. livre Grano — Espanha'!

TEG 502 PRR Estados Unidos P. livre Texas Early Grano 502!

Yellow Granex Estados Unidos Hibrido  Granex!

'Costa et al. (2005); Araujo & Rodrigues (1998); *‘Melo & Boiteux (2001); *Costa et al. (1999); Garcia (1992); Pereira et al. (2000);
’Candeia et al. (2005); *Choer (2005); *Populagdes do programa de melhoramento genético da Embrapa; '’Gandin (1995); '"Goldman et al.
(2000); "*Currah (2002); *Garcia (1987); “Informagdes obtidas com as empresas detentoras das cultivares; '"Sem informagdes.
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Figura 1. Fenograma UPGMA do coeficiente de similaridade de Jaccard de 41 cultivares de cebola, analisadas com 146 marcas de AFLP.
Valor co-fenético = 0,91 (UPGMA phenogram of the Jaccard’s similarity coefficient of 41 onion cultivars, analyzed with 146 AFLP bands.
Co-phenetic value = 0.91). Petrolina, Embrapa Semi-Arido, 2007.

proxima do valor obtido neste trabalho,
usando coloragdo com nitrato de prata.

A correlagdo cofenética entre o
procedimento SAHN com o coeficiente
de similaridade da matriz de distancias
usando o procedimento MXCOMP do
NTSYSpc (Rohlf, 1989) foi de 0,91,
indicando que o fenograma produzido
(Figura 1) representa adequadamente as
reais distancias estimadas com base nos
146 fragmentos de AFLP polimoérficos.

Adotando-se o ponto de corte em
torno de 0,55 de similaridade observa-se
a formagdo de dois grupos principais,
quais sejam: grupo 1) mais heterogé-
neo e formado por 32 cultivares (de
Rijnsburger Jumbo até Excel), sendo 23
brasileiras obtidas de Baia Periforme,
Péra, Crioula e Roxa do Barreiro ou do
cruzamento destas com outros acessos
introduzidos; trés cultivares brasileiras
essencialmente derivadas de acessos
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introduzidos (Mutualli IPA 8§, Régia e
Beta Cristal) e trés cultivares estran-
geiras (Rijnsburger Jumbo, Optima F1
e Mayon); grupo 2) mais homogéneo e
formado por trés cultivares estrangeiras
(Mercedes, Perfecta e TEG 502 PRR).
Outras seis cultivares (Yelow Granex,
Sdo Paulo, CNPH 6400, TEG 502,
Baia Periforme e Madrugada) ficaram
alocadas sozinhas, sugerindo maior di-
versidade em relagao as outras cultivares
analisadas. A cultivar Madrugada, de
origem brasileira, apresentou a maior
dissimilaridade em relagdo ao conjunto
de cultivares avaliado (Figura 1). Rijns-
burger Jumbo, introduzida da Holanda,
e IPA 8, derivada de Mutualli e introdu-
zida da Africa (Tabela 1), foram as mais
similares (85%) do fenograma.

As cultivares da série IPA, adaptadas
as condi¢des de clima e solo do Vale do
Rio Sao Francisco, se dividiram em trés

subgrupos no grupo das cultivares bra-
sileiras: IPA 8, IPA 10 e IPA 11; IPA 12,
IPA7,IPA2 e IPA 6; IPA 3, 1PA 4 ¢ IPA
9 (Figura 1), indicando que embora haja
estreito relacionamento entre as ‘[PAs’
situadas dentro do mesmo subgrupo,
ha suficiente variabilidade genética a
ser explorada entre aquelas situadas em
subgrupos distintos. A excecio de IPA 3,
IPA7,1PA8,IPA 10 e IPA 12, as demais
‘IPAs’ sdo derivadas de Baia Periforme
(Tabela 1).

As cultivares Alfa Tropical e Alfa
Séo Francisco, no grupo das cultivares
brasileiras, posicionaram em ramos
imediatos no fenograma (Figura 1)
refletindo o relacionamento proximo,
pois a Alfa Sdo Francisco ¢ derivada
da Alfa Tropical (Tabela 1). Norte 14 e
IPA 7, esta derivada de Norte 14 (Tabela
1), também posicionaram-se proximas
no fenograma, indicando que a sele¢do
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em Norte 14 em condigdes de cultivo
nas latitudes 8-9°, ou seja, sob condi-
¢oes de dias curtos e calor constante
predominantes na regido do Vale do
Sao Francisco, nao foi suficiente para
proporcionar elevada dissimilaridade
entre as cultivares.

Bola Precoce, uma cultivar do tipo
Baia Periforme (Gandin, 1995) exibiu
similaridade de 82% com BRS Cascata,
do tipo Péra, sendo essa similaridade
a maior observada entre as cultivares
brasileiras. A cultivar Crioula Mercosul,
do tipo Crioula e as cultivares do tipo
Péra (BRS Cascata, Norte 14, IPA 7 ¢
Jubileu) posicionaram-se proximas das
cultivares de Baia Periforme, indicando
aorigem comum dos trés tipos de cebola
predominantes no Brasil, originalmente
introduzidas pelos agorianos no Rio
Grande do Sul (Buzar ef al., 2007). A
excecdo foi Crioula Alto Vale, também
do tipo Crioula, que no presente estudo
exibiu maior proximidade com as cul-
tivares suaves e precoces provenientes
dos Estados Unidos (Figura 1).

O grupo formado por Mercedes,
Perfecta e TEG 502 PRR, no ponto de
corte de 0,55 de similaridade, reflete um
nivel consideravel de relacionamento
entre elas, pois ambas sdo do tipo Gra-
no. TEG 502 ¢ TEG 502 PRR, embora
posicionadas em ramos imediatos no
fenograma, exibiram dissimilaridade
maior que o esperado, indicando que
as diferencas genéticas entre ambas
possivelmente vao além da resisténcia
a Pyrenochaeta terrestris, causador da
raiz rosada, presente da TEG 502 PRR
e ausente em TEG 502.

As cultivares revelaram similaridade
superior a 39% (Figura 1), o que reflete
a alta variabilidade genética da colecao
de germoplasma de cebola estudada
(Tabela 1). Ampla variabilidade também
foi observada por Buzar et al. (2007)
entre acessos de cebola avaliados com
base em caracteres fenotipicos.

Os dois principais grupos forma-
dos refletem a origem das cultivares
avaliadas: 1) grupo formado predomi-
nantemente por cultivares brasileiras,
com origem na populagdo ‘Garrafal’
introduzida pelos agorianos, que ori-
ginou a Baia Periforme, enquanto Péra
Norte foi, provavelmente, introduzida
do Norte da Africa (Barbieri & Me-
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deiros, 2005); 2) grupo formado por
cultivares introduzidas dos Estados
Unidos da América, principalmente,
que tém origem em introdugdes do tipo
Grano realizadas da Espanha em 1925,
tendo ‘Valenciana’ como a populacao
base (Goldman et al., 2000). Estudos
com microssatélites ou marcadores
de regides conservadas de DNA dos
cloroplastos devem ser realizados
para elucidar resultados nao esperados
como o relativo distanciamento entre
Régia, Optima F1 e Perfecta, todas do
tipo Gladalan e a pequena similaridade
entre Baia Periforme Super Precoce e,
principalmente, de Madrugada com as
demais populagdes de Baia Periforme
(Figura 1).

Considerando as condi¢des de culti-
vo do Vale do Rio Sao Francisco, para
a obtencdo de cultivares divergentes ¢
com bom desempenho agronémico e/
ou para a formacdo de hibridos com
boas expressdes de heterose sugere-se
cruzamentos entre as cultivares Alfa
Sao Francisco ou IPA 11 ou IPA12 com
cultivares do outro grupo, como TEG
502 PRR ou Sao Paulo, pois as mesmas
formaram grupos distintos no fenogra-
ma (Figura 1). Recomenda-se, ainda,
que introdugdes de novas cultivares
devam considerar aspectos agrondmicos
especificos, como tolerancia as doengas
predominantes na regido, ou procedén-
cias outras que nao os Estados Unidos
da América, de forma a aumentar a
variabilidade de germoplasma de cebola
disponivel no Brasil.
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