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Divergéncia genética entre
acessos do banco ativo de
germoplasma de cebola
da Embrapa Clima
Temperado revelada por
marcadores RAPD

Daniela Lopes Leite'
Rosa Lia Barbieri?
Denilson Anthonisen?

Resumo

O banco ativo de germoplasma (BAG) de cebola da Embrapa
ClimaTemperado conta com 172 acessos, sendo composto por
cultivares locais de cebola dos Estados do Rio Grande do Sul e
de Santa Catarina, e por cultivares comerciais. Neste BAG sao
realizados trabalhos de caracterizagao e avaliacao dos acessos.
Ao mesmo tempo ele serve de base para o programa de
melhoramento genético de cebola. Os acessos vém sendo
sistematicamente caracterizados morfologicamente e
molecularmente, através de polimorfismo de DNA amplificado
ao acaso (Random Amplified Polymorphic DNA), RAPD. O
objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio da analise de RAPD,
a diversidade genética existente em um grupo de vinte e dois
acessos do BAG, incluindo cultivares locais e comerciais. Nas
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analises foram usados 10 primers dos kits da Operon
Technologies, Alameda, CA, (OPA-1, OPA-10, OPA-19, OPC-10,
OPC-11, OPC-14, OPI-1, OPI-2, OPY-19 e OPY-20). As cultivares
foram genotipadas através de uma matriz de presenca/auséncia
de bandas utilizada nas analises de similaridade genética e
agrupamento. Os 10 primers geraram 152 (75,0 %) bandas
polimdrficas, sendo que o numero de fragmentos por primer
variou de 12 (OPY-19) até 18 (OPA-10; OPC-11; OPI-1) com uma
meédia de 15 bandas por primer. Foi possivel separar os
genotipos em trés grupos maiores, com uma similaridade
média em torno de 77%.

Termos para indexagao: Allium cepa, recursos genéticos,
cultivares



Genetic Diversity Among
Accessions of the Active
Germplasm Bank of
Onion of Embrapa Clima
Temperado Revealed by
RAPD Markers

Abstract

The active germplasm bank (BAG) of onion at Embrapa Clima
Temperado possess 172 accessions and it is composed of
onion landraces from Rio Grande do Sul and Santa Catarina
states, and by commercial cultivars. In this BAG are realized
works of characterization and evaluation of the accessions and
at the same time it serves as a bases for the onion genetic
breeding program. The accessions are being systematically
characterized morphologically and molecularly, through
Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD. The purpose of
this study was to evaluate, through the RAPD analysis the
existing genetic diversity in a group of twenty-two accessions
of the BAQG, including local and commercial cultivars. In the
analysis were used 10 primers of the kits of Operon
Technologies, Alameda, CA, (OPA-1, OPA-10, OPA-19, OPC-10,
OPC-11, OPC-14, OPI-1, OPI-2, OPY-19 and OPY-20). The cultivars
were genotyped through a matrix of presence/absence of
bands, which was utilized in the analyses of genetic similarity
and grouping. The 10 primers generated 152 (75,0 %)
polymorphic bands, and the number of fragments per primer
were from 12 (OPY-19) to 18 (OPA-10; OPC-11; OPI-1) with a
mean of 15 bands per primer. It was possible to separate the



genotypes in three big groups with a mean similarity around
77%.

Index terms: Allium cepa, genetic resources, cultivars
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Introducao

A cebola tem sido cultivada por mais de 5000 anos e acredita-
se que tenha sido domesticada nas regidoes montanhosas do
Turcomenistao, Uzbequistao, Tajiquistao e Norte do Ira,
Afeganistao e Paquistao, nao existindo mais como espécie
silvestre. Durante sua domesticacao, devem ter ocorrido
selecoes para um desenvolvimento mais rapido, tornando-a
bianual e também para producao de bulbos de um tamanho
maior. A cebola pertence a familia Aliaceae e é classificada
botanicamente como Allium cepa L. (HANELT, 1990).

No mundo, a cebola esta posicionada entre as hortalicas mais
importantes. A producao mundial em 2007, foi estimada em
64,47 milhoes de toneladas, cultivadas em uma area de 3,45
milhdes de hectares, o que proporcionou uma produtividade
média de 18,68 ton/ha (FAO, 2008).

O Brasil esta entre os dez maiores produtores de cebola do
mundo. Em 2008, a previsao de area média de plantio dessa
cultura é de 63.481 ha, com producao de 1.292.548 toneladas
(IBGE, 2008).

No Brasil a cebola foi introduzida por imigrantes acorianos que
colonizaram as regioes de Rio Grande e Pelotas no século XVIII
(FONTOURA, 1994). As variedades introduzidas por estes
colonizadores foram expostas a selecao natural e humana e
constituem-se até hoje num valioso germoplasma o qual vem
sendo utilizado por praticamente, todos os programas de
melhoramento de cebola no Brasil, tanto de instituicoes
publicas de pesquisa como da iniciativa privada (LISBAO, 1993).
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A Embrapa ClimaTemperado conta com um banco ativo de
germoplasma de cebola (BAG) que possui 172 acessos, sendo
composto por cultivares locais de cebola dos Estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, e por cultivares comerciais,
onde os acessos sao mantidos a médio prazo. Este BAG realiza
trabalhos de caracterizacao e avaliacao dos acessos e ao
mesmo tempo serve de base para o programa de melhoramento
genético de cebola. A Embrapa ClimaTemperado lancou trés
cultivares (Aurora, Primavera e BRS Cascata) desenvolvidas a
partir de selecao massal de populagcdes locais conservadas no
BAG (BARBIERI et al., 2005; WETZEL et al., 2005).

A longo prazo, a conservacgao de cebola € realizada pela
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia, DF,
gue armazena colecoes de sementes de acessos de varias
espécies, constituindo-se na Colecao de Base de Germaplasma
Semente - COLBASE. A colecao de germoplasma de sementes
de cebola da COLBASE possui 310 acessos. (WETZEL et al.,
2005).

Os acessos do BAG de cebola da Embrapa ClimaTemperado
vem sendo sistematicamente caracterizados morfologicamente
utilizando-se dos descritores do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2004) e por meio de
marcadores moleculares. Os marcadores moleculares que vém
sendo usados na caracterizacao dos acessos sao os de
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (Random Amplified
Polymorphic DNA), RAPD (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

O emprego da analise de RAPD em estudos genéticos de cebola
e outras espécies de Allium, mostrou-se eficiente no trabalho
realizado por Wilkie et al. (1993), na investigacao do grau de
polimorfismo entre sete cultivares de cebola e outras quatro
espécies de Allium.

Os estudos de diversidade genética baseados em técnicas de
analise de RAPD, tém oferecido bons resultados, em funcao do
numero ilimitado de marcadores que utilizam (KLAAS e

11



12

Divergéncia genética entre acessos do banco ativo de germoplasma de
cebola da Embrapa Clima Temperado revelada por marcadores RAPD

FRIESEN, 2002).

Buzar (2005) empregou a técnica de RAPD na estimativa da
variabilidade genética de uma colecao de 24 cultivares elite de
cebola, representativa de uma fragao significativa dos
gendtipos adaptados para cultivo no Brasil. O estudo
comprovou a alta diversidade entre as cultivares com a
aplicacao de dois primers.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar, através da técnica
de RAPD, a diversidade genética entre vinte e dois acessos do
banco ativo de germoplasma de cebola da Embrapa Clima
Temperado.

Material e Métodos

Foram analisados 22 acessos integrantes do banco ativo de
germoplasma de cebola da Embrapa ClimaTemperado,
incluindo cultivares locais (Baia Periforme 1, Baia Periforme 2,
Baia Periforme 3, Baia Periforme 4, Baia Periforme 5, Baia
Periforme 6, Baia Periforme 7, Baia Periforme Precoce1, Baia
Periforme Precoce 2, Crioula 1, Crioula 2, Crioula 3, Crioula 8,
Crioula SC, Crioula Roxa, Roxa SC1, Roxa SC2, Roxa SC3) e
comerciais (AlfaTropical, Aurora, Primavera, Petroline). Os
procedimentos usados na extracao de DNA, a partir de
amostras foliares, e sua amplificacao pelo método de RAPD
foram os descritos por Ferreira e Grattapaglia (1998) com
algumas modificagoes: cada mistura de reacao foi composta
por tampao (1X), MgCl2 (2mM), dNTPs (0,25mM), BSA
purificada (0,2ug), primer (0,4 uM), taq polimerase (1U) e DNA
gendmico (20ng). As amplificagoes foram realizadas em tubos
tipo eppendorf em um termociclador (RoboCycler 96
Temperature Cycler - Stratagene) programado para 40 ciclos
repetidos nas seguintes condi¢coes: 1 minuto a 92°C
(desnaturacao), um minuto a 35°C (anelamento) e dois minutos
a 72°C (extensao). Apos, foi efetuado um passo final de
extensao de cinco minutos a 72°C.
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Foram usados 10 primers dos kits da Operon Technologies,
Alameda, CA, (OPA-1, OPA-10, OPA-19, OPC-10, OPC-11, OPC-14,
OPI-1, OPI-2, OPY-19 e OPY-20). Os produtos das reacoes de
amplificacao foram separados por eletroforese em gel
submerso de agarose a 1,2%, onde migraram sob diferenca de
potencial de 80V por um periodo médio de trés horas e trinta
minutos. Foram corados com brometo de etideo (5 L de uma
solucao 10 mg.mL™" para cada gel de 100 mL), e fotografados
sob luz ultravioleta (302 nm).

Os acessos foram genotipados através dos produtos
visualizados em gel e uma matriz de presencga/auséncia de
bandas foi utilizada nas analises de similaridade genética e
agrupamento. Estas foram efetuadas através do programa
NTSYS, versao 2.0 (ROHLF, 1992), utilizando o coeficiente de
Jaccard e o método da média aritmética nao ponderada.

Resultados e Discussao

Os 10 primers geraram 152 (75,0 %) bandas polimérficas. O
primer OPC-10 gerou 100% de bandas polimérficas enquanto
que o primer OPY-20 foi o que gerou menor porcentagem de
polimorfismo (63%). O numero de fragmentos por primer variou
de 12 (OPY-19) até 18 (OPA-10; OPC-11; OPI-1) com uma média
de 15 bandas por primer.

Em um trabalho semelhante, de caracterizacao de diversidade
genética através da técnica de RAPD, em gendétipos de Allium,
no caso chalota (Allium cepa var. ascalonicum) e cebola Wakegi
(A. x wakegi), realizado por Arifin et al. (2000), com a utilizacao
de dezesseis primers, observou-se 112 bandas polimodrficas,
com um numero de bandas polimoérficas por primer que variou
de 1 a 14. Através de analise de agrupamento entre os acessos
formaram-se dois grandes grupos, cada um representando uma
das duas espécies estudadas.

A analise de agrupamento permitiu a separagao dos genotipos

13



14

Divergéncia genética entre acessos do banco ativo de germoplasma de
cebola da Embrapa Clima Temperado revelada por marcadores RAPD

em trés grupos maiores, com uma similaridade média em torno
de 77% (Figura 1). O primeiro grupo é composto pelas
cultivares Aurora e Primavera (Figura 1). A presenca de
‘Aurora’ (GARCIA, 1988) e ‘Primavera’ (GARCIA, 1992) no
mesmo grupo é explicada, pois as duas cultivares foram
obtidas através de selecao massal de uma mesma populagao de
origem, populagao regional do sul do Rio Grande do Sul, do
tipo Baia Periforme com variabilidade genética para
precocidade.

T Aurora
Primavera

—:RD}{E_EC'I
Petroling

Roxa_SC2
A,EEI.Perifnrmm
B.Ferifarmez
— H.Periforme3
B.Perif_Precaoct
B.Feriformed
Alfa_Traopical

B.Periformet
‘ B.Perif_Precoc?

Roxa_SC3
Crioulal
Crioula_SC
B.Perifarmes
Crioula_Roxa
Crioula8
4‘—{ B.Ferifarmey
Crioulad
Crioulaz

060 0,52 0.77 0.5 0.93
Coeficiente Jaccard

Figura 1. Analise de similaridade genética e de agrupamento
(Coeficiente de Jaccard) e de agrupamento (UPGMA) de 22
acessos de cebola. Pelotas, Embrapa ClimaTemperado, 2005.

O segundo grupo estd composto pelas cultivares Alfa Tropical
(um acesso), Baia Periforme (seis acessos), Baia Periforme
Precoce (dois acessos), Crioula (dois acessos), Crioula Roxa
(um acesso), Petroline (um acesso) e Roxa SC (trés acessos)
(Figura 1). A maioria dos acessos de Baia Periforme ficaram
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neste grupo. Todos os acessos de Baia Periforme estudados sao
de produtores do municipio de Rio Grande. Baia Periforme é um
germoplasma descendente da cultivar portuguesa Garrafal, a
qual foi introduzida pelos colonizadores portugueses da llha
dos Acores na regiao Sul do Brasil no século XVIII (BARBIERI et
al., 2002). Constitui-se em uma populagao base da maioria dos
programas de melhoramento genético de todo o Brasil (GOMES
e MALUF, 1995). Melo e Boiteux (2001) listaram
aproximadamente 50 cultivares de cebola obtidas no Brasil, por
instituicoes publicas e privadas, a partir de Baia Periforme, no
periodo de 1938 a 2000.

O terceiro grupo é composto por trés acessos de Crioula e um
de Baia Periforme (Figura 1). Destaca-se que todos os trés
acessos de Crioula deste grupo sao do Estado de Santa
Catarina, sendo dois do municipio de Alfredo Wagner e um de
Lages.

Os resultados alcancados de genodtipos de Baia Perifome e
Crioula em um mesmo grupo explicam-se, pois a populacao
Crioula, originada no Estado de Santa Catarina, possivelmente
tem germoplasma de Baia Periforme em sua origem.
Provavelmente, ela seja o resultado do cruzamento entre
populagdes do tipo Baia Periforme e Péra Norte, seguido de
selecao realizada pelos produtores locais (BARBIERI e
MEDEIROS, 2007). A populacao Crioula esta representada no
trabalho por varias cultivares locais com os seguintes nomes:
Crioula, Crioula Santa Catarina (SC), Crioula Roxa, Roxa SC .

Conclusoes

Os acessos estudados apresentam variabilidade genética
revelada pela técnica de RAPD, que mostrou eficiéncia tanto na
diferenciacao como no agrupamento dos mesmos. O
germoplasma estudado representa, na maioria, cultivares locais
que sao mantidas por produtores dos Estados do Rio Grande
do Sul e Santa Catarina. E importante que este germoplasma
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continue sendo preservado e disponibilizado aos programas de
melhoramento genético, na busca de cultivares cada vez mais
competitivas no mercado.
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