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Caracterizacao de genétipos de cebola com a utilizacdo de marcadores
moleculares RAPD?

Characterization of onion genotypes using RAPD molecular markers

Gerson Henrique Wamser?, Jefferson Luis Meirelles Coimbra®*, Altamir Frederico Guidolin®, Sérgio Dias
Lannes? e Gilberto Luiz Dalagnol*

RESUMO - Adivergéncia genética foi avaliada entre quinze gend6tipos de cebola cultivados em Santa Catarina, com a utilizacdo
de marcadores moleculares RAPD. Onze oligonucleotideos iniciadores da série Operon Technologies foram utilizados e
produziram 35 marcadores, destes, 28 foram polimérficos. Os produtos da amplificacdo foram visualizados em gel de
agarose 1,4%, corado com brometo de etideo. Uma matriz de similaridade utilizando-se o coeficiente de Jaccard foi construida
a partir dos dados moleculares. Um dendrograma foi gerado para melhor visualizacdo da similaridade genética através do
método de agrupamento UPGMA. Trés grupos foram formados utilizando o coeficiente de similaridade 0,6 como ponto de
corte. O primeiro grupo reuniu os genétipos Super Superprecoce e Gauchinha. O segundo grupo reuniu doze genétipos. Dentro
desse grupo, os gen6tipos Bella Vista e Bella Dura foram os que apresentaram o maior coeficiente de similaridade, em torno
de 0,89. Bela Vista e Superprecoce, Catarina e o hibrido Bella Vista, com coeficiente de similaridade de 0,88 entre os pares. O
terceiro grupo apresentou apenas o genétipo Crioula Roxa, que obteve o menor valor (0,31) para o coeficiente de similaridade.
Tendo em vista os resultados obtidos, cruzamentos entre os gen6tipos do primeiro e segundo grupo e destes com o genétipo
Crioula Roxa, podem ser melhores por apresentarem maior divergéncia entre si. A técnica de RAPD mostrou-se eficaz na
caracterizagdo molecular dos genétipos de cebola, evidenciando que existe variabilidade entre os gendtipos estudados.

Palavras-chave: Allium cepa L.. Melhoramento vegetal. Divergéncia genética.

ABSTRACT - The genetic divergence has been measure between fifteen genotypes of onion grown in Santa Catarina using RAPD
markers. Eleven primers from Operon Technologies series was used to produced 35 markers, these, 28 were polymorphic. The
amplification products were visualized on 1.4% agarose gel stained with ethidium bromide. A similarity matrix using the Jaccard
coefficient was constructed with the molecular data. A dendrogram was generated to better visualize the genetic similarity using
a clustering method UPGMA.. Three groups were formed using the similarity coefficient 0.6 as cutoff point. The first group met
genotypes Super Superprecoce and Gauchinha. The second group met twelve genotypes. Into this group, the genotypes Bella Vista and
Bella Dura were those with the greatest similarity coefficient, around 0.89. Bela Vista and Superprecoce, Catarina and the hybrid Bella
Vista, with similarity coefficient of 0.88 between the pairs. The third group had only the genotype Crioula Roxa, which had the lowest
value (0.31) for the similarity coefficient. Given these results, crosses between the genotypes of the first and second group and those
with genotype Crioula Roxa can be better, because they have greater divergence between them. The RAPD technique proved effective
in the molecular characterization of genotypes of onion, showing that there is variability among the genotypes.
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INTRODUCAO

A cebola, (Allium cepa L.), é uma das plantas
cultivadas de mais ampla difuséo no mundo, sendo
consumida por quase todos 0s povos do planeta,
independente da origem étnica e cultural, constituindo-se
em um importante elemento de ocupacdo da méo-de-obra
familiar (BOITEUX; MELO, 2004). A partir de acessos
de cebola introduzidos da Europa foram selecionadas
as populacbes Baia Periforme no Rio Grande do Sul
e Crioula em Santa Catarina. O grupo Baia Periforme
se caracteriza por sua ampla adaptagdo as condi¢des de
cultivo no Brasil, boa tolerancia as principais doencas da
cultura e boa conservacdo pds-colheita, j& as cultivares
do grupo Crioula sdo mais adaptadas a regido Sul,
apresentam bulbos de coloragdo amarelo escuro, 6tima
conservacao pds-colheita e ampla aceitagdo no mercado
(BUZAR; OLIVEIRA; BOITEUX, 2007). Segundo Vilela
et al. (2005), uma alternativa sugerida para aumentar a
eficiéncia e a competitividade do agronegécio de cebola
brasileiro tem sido diversificar a oferta de cultivares,
procurando diferenciar o produto nacional em relagdo ao
oferecido por mercados concorrentes.

Quanto as técnicas de melhoramento pode-
se afirmar que os hibridos sdo mais uniformes e seu
desenvolvimento tem sido uma tendéncia nos programas
de melhoramento, no entanto as cultivares de polinizagao
aberta continuam importantes, pois possuem uma base
genética mais ampla que os hibridos, podendo ser melhor
adaptadas sob condicdes adversas (LEITE, 2007).

Visando determinar a similaridade genética
em cebola, véarios autores tém utilizado descritores
morfolégicos, moleculares e bioquimicos, como exemplo:
Barbieri et al. (2005) com marcadores morfoldgicos; Buzar,
Oliveira e Boiteux (2007) com descritores morfoldgicos,
agrondmicos e bioquimicos; Leite e Anthonisen (2009) e
Maniruzzaman et al. (2010) com RAPD; Mahajan et al.
(2009) e Santos et al. (2010) com microssatélites; Santos
et al. (2011) e Phillips et al.(2008) com AFLP.

A tendéncia atual do melhoramento genético é a
utilizacdo e a integracdo das metodologias tradicionais com as
modernas técnicas biotecnoldgicas (LEITE; ANTHONISEN,
2009). Entre estes, os marcadores isoenzimaticos permitem
0 uso de um numero limitado de loci, enquanto marcadores
do tipo RFLP (restriction fragment length polymorphism),
AFLP (amplified fragment length polymorphism) e VTNR
(variable number of tendem repeats) s&o caros, laboriosos e
geralmente necessitam de marcacdo radioativa (BORGES
et al., 2007). Os marcadores do tipo RAPD superam estas
limitagBes, uma vez que muitos loci podem ser estudados
simultaneamente e, associados a possibilidade de utilizacdo
de varios iniciadores, garantem a analise de uma amostra
significativa de todo o seu genoma (DIAS et al., 2003).

Ou seja, um dos marcadores moleculares mais
utilizados é o RAPD, por ser uma técnica rapida e de custo
relativamente baixo com razoavel potencial informativo
(AREIAS et al., 2006).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a divergéncia genética existente entre genotipos
de cebola cultivados no Estado de Santa Catarina
utilizando marcadores RAPD.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados quinze gendtipos de cebola
(Tabela 1). Para tanto foi extraido o DNA de plantas
jovens, cultivadas em casa de vegetacdo.

As plantas coletadas foram imediatamente
liofilizadas e em seguida armazenadas em freezer
com temperatura de -20 °C. O protocolo de extragdo
de DNA utilizado foi o CTAB 2x (FERREIRA;
GRATAPAGLIA,1998) com algumas modificagdes:
utilizacdo de 6000 RPM na primeira centrifugacdo e
betamercaptoetanol a 2%. Apds a extracdo, as amostras de
DNA foram observadas em gel de agarose 1% e a seguir
quantificadas em espectrofotdmetro. Apos a quantificacao
o DNA foi diluido para uma concentragdo de 10 ng.pl* em
agua estéril e estocado a -20 °C.

Para as reagdes de amplificacdo foram
testados 20 iniciadores de 10 bases da série “Operon
Technologies”, a fim de verificar aqueles que
apresentassem amplificacdo, qualidade e repetibilidade
nos testes realizados, sendo que destes foram
selecionados onze iniciadores (Tabela 2). As reacdes
de amplificagcdo foram realizadas com um ciclo de 2
minutos a uma temperatura de 94 °C; trés ciclos de
um minuto a 94 °C; um minuto a 35 °C e dois minutos
a 72 °C (amplificagdo dos fragmentos proporcionando
menor estringéncia); 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C; 1
minuto a 40 °C e 2 minutos a 72 °C (amplificagdo dos
fragmentos com maior estringéncia); um ciclo com 5
minutos a 72 °C para a finalizacdo da extensao.

As reagBes foram preparadas com um volume
de 15 pL com o0s seguintes componentes e respectiva
concentragao: Tampédo PCR 1X; MgCl 2,5 mM; dNTPs 0,25
mM cada nucleotideo; iniciador 0,4mM; Enzima Taq DNA
polimerase 0,5 U; solugdo de DNA 40 ng; gua gsp. 15 pL.

A separacdo dos fragmentos amplificados foi
realizada através de eletroforese em gel de agarose na
concentracdo de 1,4%, corado com brometo de etideo
na concentracdo de 0,15 pg.mL-*de gel e submerso em
tampdo TBE 1X (Tris HCI, Acido Bérico e EDTA).
Aplicou-se 6 pL da reacdo juntamente com 1 pL de
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tampdo de carregamento (azul de bromofenol). A
separacdo foi realizada durante trés horas, em cuba
de eletroforese com uma tensdo de 120 V (5,0 V por
centimetro). A eletroforese era encerrada apds o tampao
de carregamento percorrer 10 cm no gel, permitindo
assim, uma boa separacdo dos fragmentos. O resultado da

eletroforese foi visualizado com o auxilio da luz ultravioleta
e em seguida capturado com foto documentador.

Aobtengdo dos resultados foi através da observacao
da presenca (1) ou auséncia (0) de banda de cada marcador
de cada primer, constituindo-se assim os dados moleculares

Tabela 1 - Gendtipos de cebola avaliados, categoria e origem das sementes

Genotipo Categoria Origem
Empasc 352 - Bola Precoce Populacdo Comercial Epagri
Empasc 355 - Juporanga Populacdo Comercial Epagri
Epagri 362 - Crioula Alto Vale Populacdo Comercial Epagri
Epagri 363 - Superprecoce Populacdo Comercial Epagri
Super Superprecoce Populagédo Epagri
Bela Vista Populacédo Epagri
Baia Indaial Populacédo Epagri
Crioula Roxa Populacédo Epagri
Crioula Branca Populacédo Epagri
Bella Catarina Hibrido Sakata
Bella Vista Hibrido Sakata
Bella Dura Hibrido Sakata
Boreal Populacdo Comercial Hortec
Gauchinha Populacdo Comercial Hortec
Catarina Populacdo Comercial Agritu

Tabela 2 - Seqiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores de 10
bases de sequiéncia arbitraria (primers) utilizados na reagédo
em cadeia da polimerase

Iniciador* Sequiéncia dos nucleotideos (5’ -3°)
OPA-01 CAGGCCCTTC
OPA-05 AGGGGTCTTG
OPA-06 AGGGGTCTTG
OPA-07 GAAACGGGTG
OPB-04 GGACTGGAGT
OPB-12 CCTTGACGCA
OPC-04 CCGCATCTAC
OPC-05 GATGACCGCC
OPAM-13 CACGGCACAA
OPR-02 CACAGCTGCC
OPO-16 TCGGCGGTTC

*Nomenclatura dos oligonucleotideos iniciadores de 10 bases de
sequéncia arbitraria conforme denominagédo da Operon Technologies
Inc., Alameda CA, USA, 1999
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binarios. A presenca de um marcador em mais de um
individuo significa que os individuos partilham da mesma
seqliéncia nos sitios de hibridizagdo com o primer e que
estes sitios sdo separados pelo mesmo nimero de pares de
bases (BINNECK; NEDEL; DELLAGOSTIN, 2002).

A partir da matriz bindria gerada pelo conjunto
de bandas observado (Figura 1), foi feita a estimativa das
medidas de similaridade utilizando o Coeficiente de Jaccard,
que mede a proporcdo de produtos presentes nos dois
perfis de RAPD. O valor 0 significa nenhuma similaridade,
enquanto valores proximos de 1 indicam maior similaridade
entre os itens (DIAS, 2006). Em seguida, utilizando a matriz
de similaridade e o método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic Mean), foi
elaborado um dendrograma de similaridade entre os genétipos
e também realizado o célculo de correlagdo cofenética (r),
através do programa NTSYS-pc versao 2.1 (ROHLF, 2000).
Com o auxilio do programa computacional Winboot
(YAP; NELSON, 1996) foi realizada a analise de
“bootstraping” com 1.000 reamostragens.
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Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose com o Primer OPA-01. 1 a 15 (gen6tipos de cebola); (-) (amostra controle sem DNA);

M (marcador 100pb DNA ladder)

L1 ] E-E-E-E-E-IEI[E-{E-M

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os onze iniciadores utilizados geraram 28
bandas polimérficas (80%) de um total de 35 bandas,
perfazendo 3,18 bandas por iniciador (Tabela 3). Estes
valores ficaram abaixo dos encontrados por Leite €
Anthonisen (2009) e Maniruzzaman et al. (2010) com 15¢ 14
bandas por iniciador respectivamente, ambos em cebola.
Por outro lado, Vieira e Nodari (2007), trabalhando
com divergéncia genética em alho obtiveram 5,7 bandas
por iniciador e Carvalho (2008) obteve 4,6 bandas por
iniciador, trabalhando com a cultura do feijdo. Tem sido
constatado que o nimero médio de bandas ou marcadores
polimorficos por iniciador € trés bandas (RAMALHO;
SANTOS; PINTO, 2008). No caso dos marcadores
RAPD, uma grande vantagem que existe e que deve ser
explorada pelo experimentador, é que muitos marcadores
sdo gerados, o que permite uma flexibilidade para
selecionar sempre aqueles mais robustos (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998). As diferencas encontradas
no ndmero de marcadores podem ser explicadas por
Binneck, Nedel e Dellagostin (2002), que sugerem que
a competicao entre produtos pode gerar bandas distintas
e instaveis, tornando-se um reflexo direto do grau da
competitividade do sitio e variando com fatores como a

— TETH
1500 pb

complementaridade ao primer e estruturas secundarias no
DNA molde. Foram testados os efeitos de varios fatores
sobre o padréo de bandas obtidas com marcadoresRAPD em
A. sexdens rubropilosa, sendo que os fatores mais relevantes
para a obtencdo de condigBes Gtimas de amplificacdo dos
fragmentos foram o programa de amplificacdo e a quantidade
de DNA (CARVALHO; VIEIRA, 2001).

Analisando os valores dos coeficientes de
similaridade de Jaccard (Tabela 4), verifica-se que 0s
maiores valores encontrados foram entre os hibridos
Bella Vista e Bella Dura (0,89), entre Superprecoce e
Bela Vista e também entre Catarina e Bella Vista (0,88).
O menor valor de similaridade foi entre os gendtipos
Gauchinha e Crioula Roxa (0,26). O coeficiente médio
de similaridade de todo o experimento foi de 0,64.
Santos et al. (2011) trabalhando com divergéncia
em cebola, encontraram valores superiores a 0,39. O
genotipo Crioula Roxa apresentou o menor coeficiente
de similaridade médio, sendo, portanto o mais
divergente entre 0s geno6tipos estudados.

O dendrograma apresentou r = 0,82 como valor de
correlagdo com a matriz de similaridade (Figura 2). Adotando
como ponto de corte o coeficiente de similaridade de 0,6
observa-se a formacdo de trés grupos principais.
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Tabela 3 - Oligonucleotideos iniciadores, niumero total de bandas, nimero total de bandas polimérficas e porcentagem de bandas polimérficas

Iniciador n° total bandas n° total de bandas polimorficas % de bandas polimérficas
OPA-01 4 3 75
OPA-05 4 3 75
OPA-06 2 2 100
OPA-07 3 2 66
OPB-04 3 3 100
OPB-12 7 5 71
OPC-04 1 1 100
OPC-05 1 1 100
OPAM-13 6 4 66
OPR-02 3 3 100
OPO-16 1 1 100
Total 35 28

Tabela 4 - Coeficientes de similaridade de Jaccard de 15 gendtipos de cebola obtidos com a utilizacdo de marcadores RAPD

* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 1,00

2 0,71 1,00

3 0,61 0,88 1,00

4 0553 0,68 0,78 1,00

5 048 0,70 0,70 0,70 1,00

6 0,50 059 057 057 081 1,00

7 048 0,71 0,76 0,76 0,70 0,64 1,00

8 0,58 057 057 065 052 061 058 1,00

9 053 068 068 068 07 071 061 074 1,00

10 05 0,70 0,70 0,70 0,71 0,73 063 0,67 089 1,00

11 05 064 068 068 056 064 068 058 068 077 1,00

12 053 078 078 068 070 064 068 065 088 079 0,68 1,00

13 028 030 030 037 027 030 03 03 037 033 029 030 1,00

14 058 083 083 083 075 061 073 070 074 075 065 074 029 1,00

15 0,69 067 058 076 060 048 059 063 058 060 052 058 0,26 0,72 1,00

*Gendtipos: 1- Super Superprecoce; 2- Bela Vista; 3-Epagri 363 Superprecoce; 4-Baia Indaial; 5-Empasc 352 Bola Precoce; 6-Empasc 355
Juporanga; 7-Epagri 362 Crioula Alto Vale; 8-Bella Catarina; 9-Bella Vista; 10-Bella Dura; 11-Boreal; 12-Catarina; 13-Crioula Roxa; 14-

Crioula Branca; 15-Gauchinha

No primeiro grupo estdo 0s genotipos
Super Superprecoce e Gauchinha, sendo a Super
Superprecoce uma populacdo selecionada e mantida
pela Epagri e a Gauchinha uma populagdo comercial
da empresa Hortec. O segundo grupo engloba a
maioria dos genoétipos estudados. Neste grupo todos

0s gendtipos apresentam coloracdo da casca de cor
amarelada, a excecdo do genétipo Crioula Branca que
¢ uma populacdo mantida pela Epagri, mas que néo
se sabe ao certo sua origem. Este genétipo apresenta
coloragédo da casca de cor branca, ciclo precoce e baixa
capacidade de armazenamento. J& os gendtipos Bella
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Figura 2 - Dendrograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA e utilizando o coeficiente de similaridade de Jaccard. Os
valores no dendrograma indicam os valores de “Bootstrap” correspondentes a cada agrupamento, em percentagem
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Coeficiente de similaridade

Vista (9) e Bella Dura (10) foram os que agruparam
mais proximos, com 0,89 de similaridade. Sao hibridos
que pertencem a empresa Sakata e que apresentam
caracteristicas fenotipicas semelhantes com pequenas
variacbes no ciclo vegetativo e no formato. Também
agruparam proximos, Bela Vista (2) e Superprecoce (3),
com 0,88 de similaridade. Superprecoce tem sua origem
em quatro populagdes precoces originadas da cultivar
Baia Periforme, sendo que foram feitas selecGes anuais
das plantas que apresentaram precocidade e os bulbos
selecionados foram recombinados em campos isolados
de polinizacdo aberta (GANDIN et al., 1998). Ja o
gendtipo Bela Vista foi selecionado no municipio de
Ituporanga, SC sendo mantido pela Epagri e podendo
ser langada como uma variedade comercial.

0.89

Finalmente, o gendtipo Crioula Roxa foi o que
apresentou o menor indice de similaridade com relagdo aos
demais apresentando o valor de 0,31. De modo semelhante,
0s autores Barbieri et al. (2005) utilizando marcadores
morfoldgicos também agruparam o genotipo Crioula Roxa
emumgrupo separadodosdemais, sendo queacor dacascafoi
a caracteristica que mais contribuiu para a divergéncia entre
0s gendtipos. Em trabalho com a utilizagdo de marcadores
RAPD, os gendtipos Crioula Roxa, Bola Precoce e Crioula
Alto Vale foram agrupados com uma similaridade superior
a 70% (LEITE; ANTHONISEN, 2009). Outros autores
estudando a caracterizacéo de gen6tipos de cebola quanto ao
flavonodide quercetina, verificaram que o gen6tipo Crioula
Roxa apresentou teores mais elevados deste flavonoide, em
relacdo aos demais gendtipos (LEITE et al., 2009).
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Alguns gendtipos apresentam menor similaridade,
ou seja, com maior divergéncia genética, como é 0 caso
do gendtipo Crioula Roxa (0,31) e Super Superprecoce
(0,54) que podem ser utilizados em cruzamentos com
os demais gendtipos, buscando obter populagfes com
maior variabilidade, permitindo a selegdo de “tipos” com
interesse agronémico. Deve-se observar que bulbos de cor
rosea, resultantes da reducdo da ‘anthocyanidin synthase’
(ANS), sdo indesejados em cultivares de cebola, derivadas
de cruzamentos entre cebola de bulbos vermelhos x bulbos
amarelos principalmente (DINIZ et al., 2010). Sugere-se
entdo o cruzamento entre os gendtipos dos grupos um e dois,
por exemplo, Juporanga x Super Superprecoce, Crioula
Alto Vale x Gauchinha e Bela Vista x Gauchinha, visando
a producdo de novas combinages génicas favoraveis.

CONCLUSOES

A utilizacio de marcadores RAPD foi
suficientemente informativa para avaliar diversidade
genética entre os gend6tipos de cebola utilizados em Santa
Catarina, demonstrando que existe variabilidade entre os
mesmos.
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