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Resumo

A caracterizagdo da variabilidade genética € um dos mais importantes parémetros que deve ser estimado para
sua utilizagdo no melhoramento de plantas. A cebola apresenta ampla variabilidade genética, devido a sua
natureza predominantemente aldgama e seu histérico de cultivo e domesticagdo, que resultou em populacdes
selecionadas pelo clima e preferéncias culindrias regionais. Para caracterizar populagdes, marcadores
moleculares podem ser utilizados eficientemente, permitindo a identificacdo das diferencas entre os genttipos
(polimorfismo) em nivel de DNA, minimizando a interferéncia ambiental e aumentando a confiabilidade na
distincéo dos mesmos. O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo molecular utilizando a técnica de
RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) de cinco acessos de cebola do grupo Crioula, incluindo
cultivares locais e comerciais, do Banco Ativo de Germoplasma de Cebola da Embrapa Clima Temperado. Para
avaliar a diversidade genética interpopulaciona e intrapopulacional foram utilizados 8 iniciadores em DNAS
provenientes de um total de 100 plantas individuais oriundas das cultivares Caeté, Crioula Roxa, Crioula Salto
Grande, Crioula SC e Roxa SC. As plantas foram genotipadas através dos produtos visualizados em gel de
agarose 1,5% e uma matriz de presenca/auséncia de bandas foi utilizada nas andlises de similaridade genética
(coeficiente de Jaccard) e de agrupamento pelo método da média aritmética ndo ponderada (UPGMA). Os 8
iniciadores geraram 301 (100%) bandas polimdrficas. O nimero de fragmentos por iniciador variou de 115
(OPA1) até 8 (OPA10) com uma média de 38 bandas por iniciador. Como resultado a técnica de RAPD mostrou
eficiéncia na caracterizacdo molecular, permitindo o agrupamento de individuos de mesma populagdo, assim
como demonstrando a heterogeneidade intrapopulacional existente, apresentando potencial para serem
exploradas em programas de melhoramento no desenvolvimento de novas cultivares.

Introducédo

A cebola pertence a familia Alliaceae e é classificada botanicamente como Allium cepa L. (Hanelt,
1990), é uma espécie dipldide 2n=2x=16, com numero basico de cromossomos x=8. Estudos indicam que a
cebola apresenta ampla variabilidade genética, resultado de sua natureza predominantemente alégama e seu
historico de cultivo e domesticagdo. A cebola cultivada evoluiu a partir de genitores silvestres que ocorriam nas
regides montanhosas da Asia Central ha aproximadamente 5 mil anos. Em seguida, as sementes e bulbos de
cebola devem ter se espalhado através de viagens e comércio e lentamente tornou-se adaptada a cada regido para
aqual foi levada. Notavel neste processo foram as viagens dos exploradores europeus, 0s primeiros alevarem a
cebola paraa América, parte da costa oeste da Africa e Extremo Oriente (Brewster, 1994).

No Brasil, 0 marco inicia do cultivo de cebola é atribuido aos imigrantes agorianos que colonizaram as
regides de Rio Grande e Pelotas, localizadas no Rio Grande do sul, no século XVIII (Fontoura, 1994). As
variedades introduzidas por esses colonizadores estiveram expostas a acdo da selecdo natural e humana,
constituindo populagdes distintas, adaptadas as condi¢des locais do ambiente. Assim a difusdo do germoplasma
de cebola resultou na sua adaptacio segundo as regides de cultivo, originando populagbes locais ou crioulas. Em
resposta aos diversos climas e preferéncias culindrias do mundo, uma grande variagdo de cultivares locais e
melhoradas desenvolveram-se ao longo dos séculos (Leite, 2007). Esses fatores garantiram a formagdo de um
valioso banco de genes desta espécie no Sul do Brasil (Barbieri et al., 2005), germoplasma este que vem sendo
utilizado por muitos programas de melhoramento de cebola no pais.

Para 0 melhoramento de plantas a quantificacdo e conservagdo da dissimilaridade genética € um dos
mais importantes parametros que devem ser estimados, principalmente quando o objetivo for a obtencdo de
segregantes transgressivos e populagbes de ampla variabilidade genética (Benin, et a.,2003). Para isso
marcadores moleculares podem ser utilizados, pois proporcionam aumento na eficiéncia de selecdo, melhor
caracterizacdo do germoplasma, permitindo a identificacdo das diferencas entre os materiais (polimorfismo) em
nivel de DNA, minimizando a interferéncia ambiental e aumentando a confiabilidade na distingdo dos acessos
(Ferreiraand Grattapaglia, 1998).

Em estudos genéticos em cebola, e dentro do género Allium, Wilkie et al. (1993) quando acessaram o
grau de polimorfismo, demonstraram a aplicabilidade de marcadores RAPD (Random Amplified Polimorphic
DNA). Esta técnica tem oferecido melhor resolucéo em estudos de diversidade genética devido ao nimero

ilimitado de marcadores que utilizam (Klaas and Friesen, 2002).
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O objetivo deste estudo foi redlizar a caracterizacdo molecular de cinco populactes de cebola do grupo
Crioula, utilizando a técnica de RAPD, de maneira a estimar a variabilidade genética interpopulaciona e
intrapopulacional, obtida pela estimativa da similaridade genética.

Material e méodos

Foram analisadas 100 plantas individuais de acessos integrantes do Banco Ativo de Germoplasma de
Cebola da Embrapa Clima Temperado, incluindo cultivares comerciais (Caeté e Crioula Salto Grande) e locais
(Crioula Roxa, Crioula SC e Roxa SC). Os procedimentos usados na extracdo de DNA (folhas jovens de 20
plantas de cada acesso) e amplificacdo utilizando a técnica de RAPD foram os descritos por Ferreira and
Grattapaglia (1998) com algumas modificagOes. cada reacdo foi realizada em um volume final de 12,5 oI,
contendo o kit comercial da Promega GoTag® Green Master Mix (6,25 1), &gua ultra pura autoclavada (5e 1),
iniciador (1,31 na concentracdo de 10 mM) e DNA gendmico (20 « g).

As amplificagbes foram realizadas em placas para PCR utilizando um termociclador programado para
40 ciclos repetidos nas seguintes condigdes: um minuto a 92°C (desnaturacdo), um minuto a 35°C (anelamento)
e dois minutos a 72°C (extensdo). Apos, foi efetuada uma etapa final de extensdo de cinco minutos a 72°C.

Foram usados 8 iniciadores (OPA1, OPA10, OPA19, OPC10, OPC11, OPI1, OPI2 e OPY19). Os
produtos das reactes de amplificacdo foram separados por eetroforese em gel submerso de agarose a 1,5%,
onde migraram sob diferenca de potencial por um periodo médio de trés horas e trinta minutos. Foram corados
com brometo de etidio (50 * g por gel de 100 mL), e fotografados sob luz ultravioleta (302 nm).

As cultivares foram genotipadas pela visualizagdo dos fragmentos em gel de agarose, pela estimativa do
tamanho em pares de bases (pb), comparando-se o tamanho dos fragmentos amplificados com o padréo 1 Kb
plus, avaliado no programa BIO 1 D. Desta andlise foi formada uma matriz, na qual foram anotados presenca
(1) e auséncia (0), servindo de base para a andlise de similaridade genética, com o uso do coeficiente de Jaccard.
A partir da matriz de similaridade, as populagdes foram agrupadas pelo método da média aritmética néo
ponderada (UPGMA). A consisténcia do dendrograma formado foi avaliada pelos métodos de bootstrap
(considerando 1000 reamostragens) e coeficiente de correlacdo cofenética. A fidelidade entre o dendrograma
gerado e amatriz de similaridades que Ihe deu origem foi avaliada pelo teste de Mantel (1967).

Resultados e Discucéo

Os oito iniciadores utilizados geraram 301 bandas polimodrficas (100%), sendo que o nimero de
fragmentos por iniciador variou de 115 (OPA1) até 8 (OPC10) com uma média de 38 bandas por iniciador.
Porcentagem semel hante de polimorfismo de bandas (86,4%) foi obtida por Leite and Anthonisen (2009) com a
caracterizacdo de cultivares de cebola pelo técnica de RAPD, também com a utilizagdo de iniciadores da Operon
Technologies.

Todos os iniciadores foram polimérficos interespecificamente e intraespecificamente. Em um estudo de
diversidade genética entre quatro espécies do género Allium e de sete cultivares de cebola Wilkie et al. (1993)
a0 testarem 20 iniciadores RAPD, obtiveram nas andlises interespecificas quase todos os iniciadores
polimorficos, com grandes variagdes nos padrbes de bandas, enquanto na intraespecifica sete iniciadores
apresentaram polimorfismo.



1 loGrmde15

986 SaltoGrmde1l
lioGirmds13

T Crande07

‘ e

y C:
99.6 C

L_—_ L-..-AW*..' Cantél 5
Castéls
Catilo
: Caet]
9.3 Caeté20
Coetél?
Caaté04
r Centé06

97 Cri

B B L O B G

EEYEEY

000 023 (21} 57 " o5
Coeficiante de Jaccand

Figura 1. Agrupamento (UPGMA) de 100 gendtipos de cebola com base na similaridade genética (coeficiente
de Jaccard). Os vaores de bootstrap (%) estéo indicados nos nos correspondentes de cada agrupamento. Pelotas,
Embrapa Clima Temperado, 2011.

Considerando como o ponto para corte a similaridade média entre os genétipos, a andlise de
agrupamento permitiu a formag&o de cinco grupos unindo somente individuos de mesma populacdo no mesmo
grupo (Figura 1). Estes cinco agrupamentos formados pelo mé&odo de UPGMA foram sustentados por valores
99,3%, 97%, 99,7%, 99,6% e 98,6% em cada n6 (Figural) de replicacdes similares para as 1.000 permutacdes
conduzidas pelos bootstraps e por valores correspondentes de quando da andlise do coeficiente de correlagdo
cofenética, valores considerados relativamente altos. Observando-se aém do ponto de corte ocorre formagdo de
dois grandes grupos, onde no primeiro estdo presentes a cultivar comercial Crioula Salto Grande as popul agbes
Crioula Roxa, e a Crioula SC. Em um segundo grupo estéo presentes a cultivar comercial Caeté juntamente com
as populacdes Roxa SC e Crioula Roxa. Cabe destacar que o coeficiente de correlagcdo de Mantel foi de 0,96,
indicando concordancia satisfatoria entre a matriz de dados e 0 agrupamento.

O Grupo ‘Crioula’, ao qua pertencem as cultivares anadisadas, € uma das trés principais populacdes de
base das cultivares brasileiras (Oliveira et al., 2004), responsavel pelo desenvolvimento da cultura da cebola no
estado de Santa Catarina



Provavelmente devido ao isolamento geogréfico ndo ocorreu agrupamento de populactes no ponto de
similaridade média, indicando a conservacao da diversidade genética destas popul acles.

Constatou-se divergéncia genética tanto entre cultivares como dentro de uma mesma populacdo de
cebola recomendada para a Regido Sul do Brasil em estudo, o que confirma o potencial de serem exploradas em
trabalhos de melhoramento genético para 0 desenvolvimento de gendtipos superiores (Oliveira et al., 2004).
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