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Resumo — O objetivo deste trabalho foi estabelecer padrdes alélicos e estimar as distancias genéticas baseadas
em marcador SSR de 44 cultivares de cebola adaptadas as condigdes de cultivo tropicais e subtropicais do
Brasil. Para visualizag@o da similaridade genética, utilizou-se o dendrograma UPGMA gerado da matriz de
distancias do coeficiente de Jaccard, com base em 40 alelos de 13 locos SSR. O DNA total foi extraido pelo
método CTAB 2x, e os produtos de PCR foram analisados em géis de poliacrilamida desnaturante 6% e corados
com nitrato de prata. O numero de pares de bases foi estimado pelo método da mobilidade inversa, com base em
regressdo de produtos de tamanho conhecido. A média da heterozigosidade dos locos SSR foi 0,58. Os 40 alelos
dos 13 locos SSR foram suficientes para distinguir as 44 cultivares de cebola. O maior numero de alelos em
comum foi observado entre as cultivares Yellow Granex e Henry’s Special PRR e o menor, entre as cultivares
Baia Periforme Super Precoce e Excel. Os sete grupos principais de cultivares identificados no dendrograma
apresentaram concordancia com a genealogia conhecida e o tipo agrondmico das cultivares avaliadas. Os locos
SSR selecionados sdo adequados para melhoramento e prote¢ao de cultivares da espécie.

Termos para indexacdo: Allium cepa, dendrograma, similaridade, SSR.
Molecular characterization of onion cultivars using microsatellite markers

Abstract — The objective of this work was to establish allelic patterns and to estimate genetic distances based
on the SSR marker in 44 onion cultivars adapted to Brazil’s tropical and subtropical growing conditions. An
UPGMA dendrogram generated from the distance matrix of the Jaccard’s coefficient, based on 40 alleles of
13 SSR loci, was used for visualizing genetic similarities. Total DNA was extracted according to the CTAB 2x
protocol, and the PCR products were analyzed in 6% denaturing polyacrylamide gels and stained with silver
nitrate. The number of base pairs was estimated by the inverse mobility method, based on regression of products
of known size. The heterozygosity mean was 0.58 for all SSR loci. The 40 alleles of the 13 SSR loci were
enough to distinguish all 44 onion cultivars. The highest number of common alleles was observed between
Yellow Granex and Henry’s Special PRR cultivars, and the lowest was observed between the Baia Periforme
Super Precoce and Excel cultivars. The seven main groups of onion cultivars identified in the dendrogram were
in agreement with the known genetic genealogy and with the agronomic type of the analyzed cultivars. The
selected SSR loci are adequate for breeding programs and for protection of the cultivars of the species.

Index terms: Allium cepa, dendrogram, similarity, SSR.

Introducio

Microssatélite, ou “simple sequence repeat”
(SSR), ¢ um marcador amplamente aplicado em
estudos genéticos, inclusive em conservacio genética,
caracterizacao de cultivares, melhoramento molecular
e testes de paternidade. Essa ampla aplicagdo deve-se
ao fato de que os SSR sdo codominantes e multialélicos,
altamente reprodutiveis, tém ampla resolucdo e sdo
baseados na reacdo em cadeia da DNA polimerase
(PCR) (Oliveira et al., 2006). SSR podem ser usados,

ainda, para diferenciar individuos geneticamente
proximos e gerar bancos de dados de referéncia e apoio
na prote¢do de cultivares, como em soja (Priolli et al.,
2002), em aspargo (Caruso et al., 2008) ¢ em videira
(Schuck et al., 2009).

Em razdo do alto custo, além do trabalho necessario
ao seu desenvolvimento, os SSR tém sido identificados
para um numero limitado de espécies de importancia
econdmica, como soja, arroz, trigo, cana-de-agucar e
milho, e a quantidade de iniciadores SSR disponiveis
para essas espécies ¢ bastante variavel (Kuleung
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et al.,, 2004). Segundo os autores, a possibilidade de
transferéncia de SSR entre espécies proximas tem sido
avaliada como uma forma de aplicar esses marcadores
para espécies que ainda nao dispdem deles.

Para Allium cepa, o mimero de SSR disponiveis na
literatura ¢ bastante limitado, e alguns tém aplicagdo
complexa (Jakse et al., 2005). Para esses autores, o
desenvolvimento de marcadores moleculares em cebola
¢ dificultado pelo enorme genoma, 36 vezes maior
que o do arroz, e pelo alto nivel de heterozigosidade
(frequéncia de heterozigotos), com baixo nivel de
diversidade alélica entre cultivares da espécie. Até o
momento, apenas 67 SSR foram publicados para cebola:
30 por Fischer & Bachmann (2000) e 37 por Jakse et al.
(2005). Para Allium fistulosum, Tsukazaki et al. (2007)
reportaram quase 1.800 clones de SSR e os iniciadores
de 100 desses clones.

A aplicagdo de SSR para estudos de diversidade
genética ou de apoio a protegdo de cultivares de cebola
foi reportada por Fischer & Bachmann (2000), Jakse
et al. (2005) e Mahajan et al. (2009). Até o momento ndo
foram relatados a analise alélica e estudos de diversidade
genética das cultivares de cebola de interesse para as
regides brasileiras produtoras dessa hortaliga.

A cebola, originaria das regides de clima temperado,
que compreendem o Afeganistdo, o Ird e partes do sul
da antiga Unido Soviética, tem sido cultivada por mais
de 5.000 anos e, provavelmente, ndo existe mais em
estado selvagem (Fritsch & Friesen, 2002). Os europeus
trouxeram a cebola para as Américas logo no inicio do
descobrimento e, no século XIX, a introduziram no leste
da Asia (Goldman et al., 2000). No Brasil, a cultura da
cebola teve inicio no século XVIII, nos municipios de
Mostardas, Rio Grande e Sdo José do Norte, no Rio
Grande do Sul, introduzida pelos acorianos, sendo hoje
uma das mais importantes hortali¢as do pais (Barbieri &
Medeiros, 2005).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer padroes
alélicos e estimar as distancias genéticas baseadas em
marcador SSR para 44 cultivares de cebola adaptadas as
condicdes de cultivo tropicais e subtropicais do Brasil, de
forma a gerar um banco de dados de referéncia de apoio
a protecgdo de cultivares e a programas de melhoramento
da espécie para o pais.

Material e Métodos

As 44 cultivares de cebola, escolhidas para o presente
trabalho (Tabela 1), sdo parte da cole¢do do programa
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de melhoramento de cebola da Embrapa Hortaligas
¢ Embrapa Semidrido. Além de serem adaptadas as
condigoes de cultivo tropicais e subtropicais do Brasil,
elas tém qualidades agronomicas desejaveis para o
melhoramento.

O DNA total foi extraido de amostras foliares de
cinco plantas coletadas 30 dias apds a semeadura em
Petrolina, PE, para constituir uma amostra de cada
cultivar. O protocolo para extragdo do DNA foi o
CTAB 2x (Doyle & Doyle, 1990), modificado para
7.500 g e 16.500 g na primeira e segunda centrifugagao,
respectivamente; betamercaptoetanol a 2% e incubagao
a 60°C durante 30 min para todas as amostras. Apds a
adi¢do do tampdo Tris-EDTA, a solu¢do de DNA foi
tratada com RNAse para remover RNAs coisolados.
A quantidade e a integridade do DNA foram verificadas
em gel de agarose a 0,8%, seguido da diluicio do DNA
gendmico para 50 ng pL-'.

Todos os 30 locos SSR publicados por Fischer
& Bachmann (2000) foram avaliados. A reacdo de
amplificacdo foi realizada para um volume final de
20 uL, que continha 30 ng de DNA genomico, 1X
de tampao para TagDNA Polimerase, 2 mmol L' de
MgCl,, 0,22 mmol L' de cada dNTP, 0,53 pumol L
de cada iniciador, 0,4 unidades da enzima TagDNA
Polimerase. O programa de PCR utilizado foi descrito
por Fischer & Bachmann (2000). Foram avaliados
20 locos SSR publicados por Jakse et al. (2005):
ACMO004, ACM006, ACM024, ACMO045, ACMO068,
ACMO71, ACMO078, ACM082, ACM091, ACM101,
ACMI102, ACM119, ACM124, ACM132, ACM133,
ACM134, ACM138, ACM152, ACM169 e ACM187.
A reagdo de amplificacdo foi realizada para um volume
final de 15 pL, que continha 30 ng de DNA gendmico,
1X de tampao para TagDNA Polimerase, 2 mmol L
de MgCl,, 0,2 mmol L' de cada dNTP, 0,4 pmol L!
de cada iniciador, 0,4 unidades da enzima TagDNA
Polimerase. O programa de PCR foi descrito por
Jakse et al. (2005). Os dois conjuntos de locos SSR
foram inicialmente avaliados em uma amostra de
seis cultivares de cebola, para selecdo daqueles que
apresentavam polimorfismo de boa interpretagao.

Todas as reagdes de PCR foram aquecidas durante
3 min a 94°C na presenga de formamida e imediatamente
colocadas sob gelo antes da aplicagdo nos géis de
poliacrilamida 6%. A eletroforese foi realizada em
gel tipo sanduiche de 35x45 cm, a poténcia constante
de 40 W, por 2,5 a 3 horas para todos os géis. Foram
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Tabela 1. Padrio alélico em pares de bases estimado para 44 cultivares de cebola, de diferentes tipos agronémicos (TA) e adaptadas as condi¢des de cultivo
tropicais e subtropicais do Brasil, genotipadas com 13 marcadores SSR.

Cultivares TAD Locos AMS Locos ACM
03 08 13 04 06 24 71 82 91 102 119 124 133

Alfa Tropical Ba - 416/424 202/208 558/586 553/590 284/298 296/316 471/471 455/455 314/351 648/648 591/591 504/504
Aurora Ba  460/465 493/503 202/208 586/624 567/590 284/298 296/316 455/455 455/487 314/351 648/648 591/521 504/548
Baia Periforme Super Precoce  Ba ~ 465/465 416/416 202/208 586/624 590/590 298/298 316/316 455/455 455/455 351/351 648/648 626/626 484/504
Beta Cristal SI 460/460 416/424 Nulo 586/586 553/590 284/298 316/316 471/494 487/487 314/314 607/648 626/521 504/548
Bola Precoce Ba  465/465 416/424 202/208 558/586 590/590 284/284 296/316 455/471 487/487 314/314 648/648 591/591 504/579
BRS Alfa Sao Francisco Ba  460/460 416/424 202/208 558/586 553/590 284/298 316/316 455/471 455/487 314/351 607/648 591/521 504/504
BRS Cascata Pe  465/465 416/416 202/208 586/586 590/590 284/298 296/296 455/455 455/487 371/371 648/648 591/591 504/504
CNPH 6400 SI 460/465 416/424 202/208 558/586 590/590 284/298 296/316 455/471 455/487 314/371 607/648 591/626 548/548
Conquista Ba  460/465 416/424 202/208 586/586 567/590 275/284 296/316 455/471 455/487 314/351 648/648 591/591 504/579
Crioula Alto Vale Cr  460/460 416/424 208/208 586/586 567/590 284/298 296/316 455/455 455/487 351/371 607/648 591/626 504/504
Crioula Mercosul Cr  460/465 416/424 208/208 586/624 590/622 284/298 296/316 455/471 487/487 314/351 648/648 591/521 504/548
Excel SI 460/460 416/424 Nulo 586/586 590/590 284/298 296/296 471/471 487/487 314/314 607/607 591/591 504/504
Henry's Special PRR Gx  460/460 416/424 202/208 586/586 567/590 284/284 316/316 471/471 455/487 314/371 607/648 591/591 484/548
IPA 10 Ba  460/465 416/416 208/208 558/586 553/590 284/298 316/316 455/455 455/487 314/351 607/648 626/626 548/563
IPA 11 Ba  465/465 416/416 Nulo 586/586 567/590 275/284 296/316 455/455 487/487 314/351 607/648 591/626 504/548
IPA 12 Ba  460/465 416/416 202/208 586/586 553/567 275/284 296/316 455/471 455/455 314/314 607/648 591/626 484/548
IPA 2 Ba  460/460 416/424 202/208 586/586 553/590 284/298 296/316 455/471 455/487 314/351 607/648 591/626 484/548
IPA 3 Ba  460/460 416/424 208/208 586/624 553/590 284/298 316/316 455/455 487/487 314/314 648/648 591/521 504/548
IPA 4 Ba  460/465 416/424 202/208 586/624 553/590 284/298 296/316 455/455 455/487 314/351 607/648 591/521 504/579
IPA 6 Ba  465/465 - 202/208 586/586 567/622 275/284 316/316 455/455 455/455 314/314 648/648 591/626 504/548
IPA 7 Pe  465/465 416/424 202/208 586/586 567/590 284/298 316/316 455/455 455/487 314/351 607/648 591/626 504/579
IPA 8 SI 460/465 493/503 202/208 586/624 590/590 284/298 316/316 471/471 455/487 314/351 607/607 591/521 498/548
IPA 9 Ba  465/465 416/416 Nulo 558/586 590/590 275/284 296/296 455/455 455/487 314/314 648/648 591/626 504/504
Jubileu Pe  465/465 416/424 208/208 586/624 567/567 284/284 296/316 455/455 487/487 314/351 648/648 591/591 504/563
Madrugada Ba  465/465 416/416 202/208 586/586 567/590 284/298 296/316 455/455 455/487 351/351 648/648 591/626 504/548
Mayon SI 465/465 416/424 Nulo 624/624 590/590 275/284 296/316 455/455 487/487 314/371 607/648 591/626 504/504
Mercedes Gx  460/460 416/424 208/208 558/586 567/567 284/298 296/316 471/471 455/487 314/314 607/648 591/591 484/548
Norte 14 Pe  460/460 416/416 208/208 586/586 567/590 284/298 296/316 455/471 487/487 314/351 607/648 591/626 484/548
Optima F1 Gl 460/465 416/424 Nulo 586/624 590/590 284/298 296/316 455/471 487/487 351/371 607/648 591/521 504/548
Perfecta F1 Gl 460/465 416/424 Nulo 558/586 567/590 284/298 296/316 455/455 487/487 314/371 607/648 591/626 504/548
Petroline Ba  465/465 416/416 202/208 558/586 590/590 275/284 316/316 455/455 455/487 314/314 648/648 591/521 504/504
PiraOuro Ba  465/465 416/424 202/208 586/624 567/590 298/298 296/316 455/455 455/487 351/371 648/648 591/521 504/548
Primavera Ba  460/465 416/424 202/208 586/624 590/590 284/298 296/296 471/471 487/487 314/314 607/648 591/591 548/548
Red Creole SI 460/460 416/424 Nulo 586/624 590/590 284/298 296/316 455/455 455/487 314/314 607/607 591/626 504/548
Régia Gl 460/460 416/424 Nulo 558/586 567/590 284/298 316/316 455/455 487/487 314/314 648/648 591/591 504/504
Rijnsburger Jumbo SI 460/460 493/503 202/208 558/586 590/622 284/298 316/316 455/471 487/487 314/314 607/648 626/521 548/563
Roxa 13 Gr  460/460 416/424 Nulo 586/624 590/622 284/298 296/316 471/471 455/487 314/371 607/648 591/591 504/504
Roxa do Barreiro SI 460/460 416/424 208/208 586/586 567/590 275/284 316/316 455/471 487/487 314/314 648/648 591/521 533/579
Sao Paulo Gr  460/465 416/424 208/208 586/624 553/590 284/298 296/316 455/494 455/487 314/351 607/648 591/626 548/579
Serrana Ba  460/465 416/424 202/208 586/624 567/590 284/298 296/316 455/471 455/487 351/351 607/648 591/591 504/548
TEG 502 Gr  465/465 416/416 202/208 586/586 590/590 275/284 296/316 455/471 455/487 314/351 607/648 591/591 548/579
TEG 502 PRR Gr  460/465 416/416 202/208 586/624 567/590 275/284 316/316 471/471 455/487 314/314 607/648 591/591 484/504
White Creole SI 460/460 - Nulo 586/586 590/622 284/298 316/316 494/494 455/487 314/314 607/607 591/521 548/548
Yellow Granex Gx  460/460 416/424 202/208 586/586 567/590 284/284 316/316 471/471 455/487 314/371 607/648 591/591 504/504
Heterozigosidade - 0,33 0,74 0,48 0,59 0,66 0,86 0,55 0,34 0,57 0,55 0,55 0,61 0,66

(MSI, sem informagéo; Ba, Baia periforme; Pe, Péra; Cr, Crioula; Gx, Granex; Gl, Gladalan; Gr, Grano.
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aplicadas todas as 44 reacdes das diferentes cultivares a
cada gel, com mais um pogo para o marcador molecular
de 50 pb da Fermentas (EUA). Os géis foram corados
com nitrato de prata conforme Creste et al. (2001), e as
reacdes foram conduzidas no laboratorio de genética
da Embrapa Semiarido.

Apenas locos SSR que apresentavam uma nitida
separagdo entre as bandas (alelos), nos géis de
poliacrilamida, na amostra das seis cultivares, foram
considerados para genotipagem das 44 cultivares de
cebola. A estimativa do tamanho em pares de bases (pb)
para cada alelo, para a constru¢do do padrdo alélico
de cada cultivar de cebola, foi obtida pelo método da
mobilidade inversa baseada em regressao de produtos
de tamanho conhecido do marcador molecular de
50 pb da Fermentas (EUA), aplicado em um pogo
extra do gel de poliacrilamida. Os SSR foram anotados
para presenga (1) versus auséncia (0) de alelos, para
construir uma matriz de similaridade do indice de
Jaccard. Alelos nulos foram considerados como alelos
adicionais, com a anotacdo de 1 para presenca e 0 para
auséncia do alelo nulo.

A heterozigosidade foi estimada como descrito
por Weir (1996). O dendrograma com as distancias
das cultivares foi confeccionado pelo método de
agrupamento UPGMA (método de agrupamento nao
ponderado com base na média aritmética), disponivel
no programa NTSYS (Rohlf, 1989). A avaliacdo do
ajuste do fenograma foi realizada pela correlacdo
cofenética, ou seja, a correlagdo entre as distancias
reais ¢ as representadas graficamente.

Resultados e Discussao

Foram obtidas amplificacdes polimorficas de
facil interpretagdo em apenas trés dos 30 locos SSR
desenvolvidos por Fischer & Bachmann (2000),
AMS03, AMS08 e AMSI3, na temperatura de
anelamento de 60°C. Para Jakse et al. (2005), a relativa
complexidade das condi¢des para as reagdes de PCR
tornam os SSR de Fischer & Bachmann (2000) de dificil
uso para genotipagem de cebola, como observado neste
trabalho.

Dos 20 SSR publicados por Jakse et al. (2005),
foram obtidas amplificagdes polimoérficas de facil
interpretacdo em dez deles (50%). Os SSR que
apresentaram  amplificagdes polimodrficas foram
ACMO004, ACM006, ACM024, ACM071, ACMO082,
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ACMO091, ACM102, ACM119, ACM124 e ACM133.
A temperatura de anelamento no protocolo PCR para
os SSR ACM006 e ACMO024 foi de 62°C, enquanto,
para os demais locos SSR de Jakse et al. (2005), essa
temperatura foi de 58°C.

Foram detectados 40 alelos nos 13 SSR polimérficos,
em que o numero de alelos por loco variou de dois a
sete, com média de trés alelos por SSR nas 44 cultivares
de cebola genotipadas. O tamanho dos alelos variou de
202 pb no SSR AMSI13 a 648 pb no SSR ACM119.
A presenca de alelo nulo foi observada apenas no
SSR AMSI13 (Tabela 1). A ocorréncia de alelos nulos
pode decorrer principalmente da falta da sequéncia
para anelamento do iniciador em razdo das mutagdes
pontuais, e esses alelos nulos podem dificultar as
interpretagdes das analises de parentesco (Dakin &
Avise, 2004).

Os 40 alelos dos 13 locos SSR foram suficientes para
separar todas as 44 cultivares de cebola, nas quais o
maior nimero de alelos em comum foi observado entre
as cultivares Yellow Granex e Henry’s Special PRR
e o menor numero foi observado entre as cultivares
Baia Periforme Super Precoce e Excel. 'BRS Alfa Sao
Francisco' pode ser diferenciada de 'Alfa Tropical' —
cultivar que deu origem a ela — por alelos dos locos
ACMO71, ACMO082 e ACMO091. Da mesma forma, as
demais cultivares também puderam ser distinguidas
umas das outras, o que indica que os 13 locos SSR
avaliados neste trabalho podem fornecer informagdes
adicionais para a prote¢do de cultivares de cebola no
Brasil (Tabela 1). Priolli et al. (2002) determinaram a
diferenciagdo de 184 entre 186 cultivares de soja com
a aplicagcdo de apenas 12 marcadores SSR. Para os
autores, os marcadores SSR podem ser uma alternativa
para identificar cultivares de soja a serem protegidas
pelas leis de protecdo de cultivares.

A média da heterozigosidade dos 13 locos SSR
foi 0,58, e os locos ACM024 ¢ AMS08 apresentaram
as maiores frequéncias de heterozigotos (Tabela 1).
A frequéncia de heterozigotos representa a existéncia
de variabilidade, pois cada individuo diploide, como
¢ o caso da cebola, pode ter até¢ dois alelos por loco
(Weir, 1996), em que a variabilidade ¢ maior com a
maior frequéncia de heterozigotos.

Em algumas situagdes, os marcadores moleculares
tipo SSR podem apresentar informagdes adicionais
quando descritores morfologicos sdo insuficientes para
distinguir cultivares de uma espécie que apresenta base
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genética estreita (Priolli et al., 2002). Nas situagdes em
que nao for possivel distinguir cultivares de cebola com
um dado conjunto de marcadores preestabelecidos,
Jakse et al. (2005) sugerem que marcadores adicionais
sejam utilizados pararevelar polimorfismos. Iniciadores
adicionais, além dos testados neste trabalho, podem ser
obtidos em Jakse et al. (2005).

A correlagdo entre a matriz de valores cofenéticos
e a matriz das distancias de similaridade foi 0,7, o
que indica que o dendrograma produzido (Figura 1)
apresenta algumas inconsisténcias nos agrupamentos
das 44 cultivares obtidos com os 40 alelos dos 13 locos
de SSR. Essa baixa correlagdo cofenética pode ter
sido provocada pela presenca de empates na matriz de
similaridade.

As cultivares apresentaram coeficiente de
similaridade entre 40 e 86%, o que reflete a alta
variabilidade genética da cole¢do de germoplasma de
cebola estudada (Figura 1). Similaridade superior a
39% também foi encontrada por Santos et al. (2008) ao
avaliar 41 das 44 cultivares de cebola deste trabalho,
com marcador AFLP.

A cultivar Baia Periforme Super Precoce apresentou
a maior dissimilaridade em relagdo ao conjunto das
cultivares avaliadas, enquanto a maior similaridade
foi observada entre 'Yellow Granex' e 'Henry’s Special
PRR'. 'Rijnsburger Jumbo' e 'IPA &', introduzidas da
Holanda e Africa, respectivamente, situaram-se em
um extremo do dendrograma e, curiosamente, com
boa aproximagdo com 'IPA 10' (Figura 1). A posi¢do
da 'IPA 10' entre essas duas cultivares introduzidas
pode ser resultado de alguma contaminagdo cruzada na
producao de sementes de 'TPA 8' e 'IPA 10'.

Com o corte no dendrograma em torno de 0,45 de
similaridade, obteve-se a formagdo de trés grupos de
cultivares de cebola (Figura 1): grupo 1, de Rijnsburger
Jumbo até White Creole; grupo 2, de PiraOuro até Roxa
do Barreiro; e grupo 3, com IPA 6, IPA 9 e Petroline.
Baia Periforme Super Precoce situou-se fora desses trés
grupos, tendo sido a mais dissimilar. O grupo 2 pode ser
subdividido em dois outros grupos, com similaridade
em torno de 0,52: grupo 2.1, de PiraOuro até TEG502;
e grupo 2.2, de Perfecta até IPA 11, em que Roxa do
Barreiro foi a de menor similaridade para esses dois
grupos. O grupo 2.1 pode ainda ser subdividido em
dois outros grupos, com similaridade em torno de 0,60:
grupo 2.1.1, de PiraOuro até¢ Conquista; e grupo 2.1.2,

de Norte 14 até TEG502 PRR, tendo sido TEG502 a de
menor similaridade para esse dois grupos.

O grupo 1 foi constituido por uma cultivar de cebola
de bulbos amarelos (Rijnsburger Jumbo), duas de
bulbos roxos (IPA 8 e IPA 10) e duas de bulbos brancos
(Beta Cristal e White Creole). O grupo 2 foi formado
por cultivares dos tipos Grano, Granex, Baia Periforme,
Crioula, Péra e Gladalan. O grupo 2.1, uma subdivisdo
do grupo 2, foi formado principalmente por cultivares
do tipo Baia Periforme, Péra, Grano e Granex, com o
grupo 2.2 formado por duas cultivares tipo Gladalan
(Perfecta e Régia), outras sem identificagdo do tipo a
que pertencem, Roxa 13 (tipo Grano) e IPA 11 (tipo
Baia). O grupo 2.1.1. foi formado predominantemente
por cultivares do tipo Baia Periforme (11 cultivares),
duas cultivares Crioula (Crioula Alto Vale e Crioula
Mercosul), trés cultivares Péra (BRS Cascata, Jubileu e
IPA 7), um hibrido Gladalan (OptimaF1) e uma cultivar
Grano (Sao Paulo). O grupo 2.1.2 foi formado por
maior numero de cultivares do tipo Granex (Figura 1).
A presenca de IPA 12 no grupo 2.1.2 deve-se ao fato
de essa cultivar ter sido derivada do cruzamento entre
uma cultivar do tipo Grano com outra do tipo Baia.

Das cebolas introduzidas no Sul do Brasil, surgiram
os tipos Baia Periforme, Péra Norte, provavelmente
introduzida do norte da Africa, e Crioula, que pode ser
resultado do cruzamento de Baia Periforme com Péra
Norte (Barbieri & Medeiros, 2005). O tipo agrondmico
Grano ¢ resultado de introdugdes realizadas da Espanha
pelos Estados Unidos em 1925, que tem Valencia como
a populagdo base (Goldman et al., 2000).

Em geral, os grupos formados no presente trabalho
indicam uma proximidade muito grande entre os
trés principais tipos agrondmicos brasileiros, a qual
deve ser resultado do manejo, selecdo, recombinacgio
genética e producdo de sementes em areas geograficas
quase continuas do Sul do Brasil. A presenca dos tipos
Grano e Granex dentro de grupos dos tipos brasileiros
deve também refletir a origem comum da espanhola
Valenciana, base dos grupos Grano ¢ Granex, com 0s
tipos portugueses introduzidos no Brasil. Comparagdes
com os tipos como Gladalan e alguns hibridos sdo
dificultadas, pois as genealogias desses tipos ndo sdo
conhecidas. A alta heterozigosidade reportada para
cebola (Jakse et al., 2005), também observada neste
trabalho, limita a fixacao de alelos e a formacao de tipos
agrondmicos especificos do ponto de vista molecular.
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Figura 1. Dendrograma UPGMA do coeficiente de similaridade de Jaccard de 44 cultivares de cebola adaptadas as condi¢des de
cultivo tropicais e subtropicais do Brasil, analisadas para 40 alelos de 13 locos SSR. Correlagdo cofenética=0,7. Tipos agrondmicos
(Gltimas letras): SI, sem informagao; Ba, Baia Periforme; Pe, Péra; Cr, Crioula; Gx, Granex; Gl, Gladalan; Gr, Grano.

A posicdo da cultivar Baia Periforme Super Precoce
no dendrograma, externa ao grupo, pode ser resultado
de contaminag@o com outras cultivares que nao foram
avaliadas no presente trabalho no processo de produgio
de sementes. AvaliagGes com a inclusdo de cultivares
de outras procedéncias ¢ a avaliagdo com um maior
nimero de locos SSR podem ajudar a elucidar essa
divergéncia da 'Baia Periforme Super Precoce' em
relacdo a outras cultivares do tipo Baia Periforme.

O padréo alélico e as estimativas de pares de bases
para os 40 alelos revelados em 13 locos SSR neste
trabalho é um primeiro esforgo para o emprego de
marcadores SSR em situag¢des de protegdo de cultivares
para o agronegocio de cebola no Brasil, em adi¢do
aos marcadores fenotipicos. Outros laboratdrios
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podem estabelecer padrdes alélicos e estimativas
de pares de bases com anotagdo automadtica, em
sistemas que utilizam iniciadores fluorescentes. Para
essa situagdo, sdo esperadas diferencas no numero
de pares de bases, mas ndo no padrao alélico obtido
neste trabalho. A separacdo dos fragmentos de PCR
em géis de poliacrilamida, a coloracdo dos géis com
nitrato de prata e a estimativa do numero de pares
de bases pelo método da mobilidade inversa baseada
em regressdo de produtos de tamanho conhecido
de marcador molecular podem ser realizadas em
laboratorios que dispdem de pequena infraestrutura,
enquanto estimativas automatizadas com iniciadores
fluorescentes requerem laboratorios cominfraestrutura
de média a avangada.
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Conclusoes

1. Os 40 alelos dos 13 locos SSR empregados sao
eficientes para separar todas as 44 cultivares de cebola
avaliadas.

2. As cultivares Yellow Granex x Henry’s Special
PRR e Baia Periforme Super Precoce x Excel
apresentam o maior € o menor nimero de alelos em
comum, respectivamente, entre as 44 cultivares de
cebola avaliadas com 13 locos SSR.

3.As 44 cultivares de cebola formam sete
grupos principais de similaridade, que apresentam
concorddncia com sua procedéncia e seu tipo
agrondmico.
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