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RESUMO

A producdo em escala comercial de sementes hibridas de cebola
(Allium cepa) tem sido conduzida com o emprego de dois sistemas
de macho-esterilidade do tipo genética-citoplasmatica (CMS-S e
CMS-T) em associacdo ao citoplasma normal (macho-fértil). No
entanto, a analise molecular desses diferentes tipos citoplasmaticos
ainda ndo esta disponivel para um grande niimero de acessos de cebola
adaptados para cultivo em regides tropicais. Além de adaptagdo as
condigdes edafoclimaticas do Brasil, muitos desses acessos apresen-
tam tolerancia a doencas, sendo de potencial valor como genitores de
hibridos. O presente trabalho visou identificar os tipos citoplasmaticos
de acessos de cebola de diferentes grupos morfoagronomicos de in-
teresse para o melhoramento genético no Brasil, usando a reagio da
polimerase em cadeia (PCR) com ‘primers’ especificos para regides
polimorficas do genoma mitocondrial de cebola. Foi observada,
nos 66 acessos amostrados, a presenga dos trés principais tipos de
citoplasma descritos para cebola (S, N e T). Foi constatada maior
frequéncia do citoplasma S (56%) seguido do citoplasma T (25,8%).
Em 18,2% das amostras, foi encontrado exclusivamente o citoplasma
N. Essa caracterizagdo pode ser util para guiar a escolha de materiais
genéticos dentro dos programas de melhoramento com objetivo de
desenvolver cultivares hibridas adaptadas as condi¢des tropicais.

Palavras-chave: Allium cepa, marcadores moleculares, genoma
mitocondrial, macho-esterilidade genética-citoplasmatica, melho-
ramento genético.

ABSTRACT

Genotyping of polymorphisms associated with male-sterility
systems in onion accessions adapted for cultivation in Brazil

The synthesis of onion (4//ium cepa) hybrids relies upon the
use of two genetic-cytoplasmic male-sterility systems, CMS-S and
CMS-T, in association to the normal male-fertile (N) cytoplasm.
However, the molecular phenotyping of male-sterility-inducing and
normal cytoplasms of many onion accessions adapted for cultivation
under tropical conditions is not available. Some of these accessions
were reported as presenting tolerance to diseases and adaptation to
tropical and subtropical regions. Therefore, these accessions are
potential sources of parental lines for the Brazilian onion hybrid
breeding programs. In the present work, polymerase chain reaction
(PCR) assays were conducted using mitochondria-derived markers in
order to characterize the cytoplasm type present in different morpho-
agronomic onion types cultivated in Brazil. The S cytoplasm appeared
to be the most frequent one among the 66 evaluated accessions with
a frequency of 56%. The T male-sterility-inducing cytoplasm was
observed in 25.8% of the accessions. Of the samples, 18.2% displayed
exclusively the cytoplasm N. This information could be useful to
guide the onion breeding programs in the selection of parental lines
aiming to develop hybrid cultivars adapted to tropical and subtropical
areas of the world.

Keywords: Allium cepa, molecular markers, mitochondrial genome,
genetic-cytoplasmic male-sterility, crop breeding.
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agronegodcio brasileiro de cebola

(Allium cepa) é de grande impor-
tancia socioecondmica para o pais, tendo
sido produzido 1,75 milhao de toneladas
em 2010 (IBGE, 2012). As principais
areas de producdo estdo distribuidas nas
Regides Sul, Nordeste e Sudeste, onde
predomina a agricultura de base familiar
com o emprego de cultivares de polini-
zacdo aberta (Santos & Oliveira, 2001).
No entanto, novas fronteiras de produ-
¢do baseadas em fazendas-empresas tém
apresentado uma notavel expansdo no
Nordeste (Chapada Diamantina, BA) e
em areas do Cerrado em Goias (Crista-
lina) e Minas Gerais (Sao Gotardo) onde
se observa o predominio de hibridos
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(Freitas & Ribeiro, 2011).

A utilizagao de hibridos, no contexto
da producao de cebola, ¢ uma estratégia
muito interessante, visto que a produti-
vidade pode ser bastante superior em
relacdo a algumas cultivares de polini-
zacgdo aberta. No entanto, a producdo
de sementes hibridas de cebola sé se
tornou economicamente viavel a partir
da identificagdo e caracterizacdo de
sistemas de macho-esterilidade do tipo
genética-citoplasmatica (CMS). Dois
sistemas de CMS tém sido utilizados
para essa finalidade: CMS-S ¢ CMS-T
(Engelke et al., 2003).

No sistema CMS-S, o fenotipo
macho-estéril é resultante da interagdo

entre um /ocus nuclear (Ms) em homo-
zigose recessiva (ms/ms) e um fator
citoplasmatico S (sterility). A fertilidade
¢ restaurada pela presenga de um alelo
nuclear dominante (Ms) (Engelke et al.,
2003; Kim et al., 2009). A produgdo
de hibridos requer a identifica¢do de
linhagens macho-estéreis, linhagens
mantenedoras e linhagens polinizadoras
com boa capacidade de combinagao,
sendo essas linhagens conhecidas como
A, B e C, respectivamente (Santos et
al., 2008). Linhagens macho-estéreis
(S msms), ou “A”, sdo mantidas por
sementes quando cruzadas com uma
linhagem mantenedora, ou “B”, a qual
possui citoplasma normal (N) para
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macho-fertilidade e genotipo msms para
o loco restaurador da fertilidade (Santos
et al., 2008). Dessa forma, a presenca
dos tipos citoplasmaticos, macho-estéril
e macho-fértil, é necessaria na popula-
¢do base do programa de melhoramento,
para que seja possivel o estabelecimento
de hibridos. A linhagem polinizadora,
ou “C”, deve ser endogamica, superior
e macho-fértil para ser utilizada como
genitora masculina dos hibridos.

No sistema CMS-T, o fenétipo € de-
terminado pela interagdo do citoplasma
estéril com trés loci nucleares que segre-
gam independentemente (Schweisguth,
1973). Na presenca do citoplasma T, a
fertilidade ¢ restaurada pela expressao
de um alelo dominante no locus A ou de
dois alelos dominantes complementares
nos loci B e C.

O sistema CMS-S tem sido o mais
amplamente utilizado em programas de
melhoramento e produ¢@o de sementes,
pois o fendtipo macho-estéril se mostra
estavel em diversas condi¢des ambien-
tais (Havey, 2000). Além disso, o alelo
recessivo correspondente ao locus Ms
ocorre em frequéncia relativamente alta,
0 que possibilita a propagagao de linhas
macho-estéreis por meio de sementes
(Havey, 1995, 2000). O sistema CMS-T,
apesar de possuir um sistema restaura-
dor mais complexo, tem sido utilizado
para produgdo de sementes hibridas de
cebola na Europa (Havey, 2000).

Polimorfismos associados com o
fenotipo de macho-esterilidade foram
identificados inicialmente no sistema
CMS-S. Essas diferengas genéticas
resultam de uma inser¢do de 100 pares
de bases (pb) naregido IGS (“intergenic
spacer”) dos genes “trnT” e “trnL” do
DNA do cloroplasto das plantas com ci-
toplasma N (Engelke et al., 2003). Outro
polimorfismo detectado foi a insercao,
no genoma da mitocondria das plantas
com citoplasma S, de um fragmento ho-
mologo a orf1708 do DNA de cloroplas-
to de Nicotiana tabacum posicionado na
regido 5’-terminal do gene cob (Sato,
1998). Esses estudos tornaram possivel
a identifica¢do dos citoplasmas S ¢ N
via ensaios laboratoriais usando a rea¢ao
em cadeia da polimerase (PCR). No
polimorfismo detectado no genoma do
cloroplasto, a PCR amplifica fragmen-
tos de 1.100 pb e 1.000 pb nas plantas
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com citoplasma N e S, respectivamente
(Havey, 1995). No polimorfismo do
genoma mitocondrial, identificado por
Sato (1998), um fragmento de 414 bp
e um de 180 pb sdo amplificados na
presenca, respectivamente, dos cito-
plasmas S e do grupo citoplasmatico M,
composto pelos citoplasmas T e N, que,
até entdo, ndo podiam ser prontamente
distinguidos por métodos moleculares
(Engelke et al., 2003). Esse cenario se
modificou a partir do desenvolvimento
de um marcador para a identificacao da
macho-esterilidade no sistema CMS,
em cebolinha (4. schoenoprasum),
cuja sequéncia ¢ homologa a uma regido
quimérica denominada orfA501. Esse
marcador corresponde a uma banda de
473 pb e ¢ amplificado na presencga dos
citoplasmas S e T em cebola, mas nao
na presenca exclusiva do citoplasma
N, macho-fértil (Engelke et al., 2003;
Santos et al., 2008). Assim, ao se utilizar
a combinagao entre os marcadores des-
critos por Sato (1998) e o par de ‘primers’
orfA501 (Engelke et al., 2003), tornou-
-se possivel a distingdo molecular entre
os citoplasmas S, T e N em cebola.

Analises moleculares utilizando
PCR tém sido conduzidas para iden-
tificagdo da frequéncia e distribuigao
dos citoplasmas S, T ¢ N em um grupo
significativo de cultivares brasileiras de
cebola (Santos ef al., 2008; 2010). No
entanto, a informagao sobre a fenotipa-
gem molecular de citoplasmas indutores
da macho-esterilidade (S e T) ou normal
(N), necessaria para o desenvolvimento
de hibridos, ainda ndo esta disponivel
para um numero grande de acessos de
cebola desenvolvidos e/ou adaptados
para cultivo no Brasil e de potencial
valor como genitores de hibridos. Nesse
contexto, o presente trabalho visou iden-
tificar os tipos de citoplasma presentes
em uma colecdo de diferentes grupos
varietais (tipos morfoagronomicos) de
interesse para o melhoramento genético
de cebola para as condigdes brasileiras.

MATERIAL E METODOS

Acessos de cebola, composi¢ao das
amostras e extracio do DNA — foram
amostrados 66 acessos de uma cole-
¢do de cebola pertencente a Embrapa
Hortaligas, Brasilia (DF) (Tabela 1).

Um subgrupo de acessos dessa colecao
vem sendo avaliado para resisténcia
a doengas (Oliveira et al., 2004) bem
como para descritores morfologicos,
agrondmicos e bioquimicos (Buzar et
al., 2007). O DNA total foi extraido de
folhas jovens por meio do tradicional
método CTAB 2X em combinagao com
solventes organicos, incluindo algumas
modificagdes de escala (Boiteux ef al.,
1999). As folhas de 10 plantas de cada
acesso foram coletadas e formaram um
“bulk” de onde o DNA total foi extraido.
A quantificagdo e a verificagao da inte-
gridade do DNA foram realizadas por
meio de eletroforese em géis de agarose
a 1,5%, corados com brometo de etideo
e fotografados sob luz ultravioleta (302
nm) em sistema de video Eagle Eye®
(Stratagene®).

Analises dos diferentes tipos de
citoplasma de cebola via PCR — as rea-
¢oOes de PCR foram realizadas conforme
descrito por Engelke ef al. (2003) em
termocicladores GeneAmp PCR System
9700 com uso do marcador 5’cob (Sato,
1998) que, com base em polimorfismos
nessa regido do genoma mitocondrial,
pode diferenciar o citoplasma S dos
citoplasmas N e T via utilizagdo dos
seguintes ‘primers’: S-especifico (5’-
GTC CAG TTC CTA TAG AAC CTA
TCA CT-3"), N-especifico (5’-TCT
AGA TGT CGC ATC AGT GGA ATC
C-3”)ecomum (5’-CTT TTC TAT GGT
GAC AAC TCC TCT T-3") (Engelke
et al., 2003). Aos acessos identificados
como nao portadores do citoplasma S
na analise com o marcador 5’cob, foi
aplicado o marcador orfA501 (Engelke
et al., 2003), para a diferenciagio entre
os individuos normais (citoplasma N)
¢ os portadores do citoplasma macho-
-estéril do tipo T. Esse marcador utiliza
um par de ‘primers’: ‘primer’ 1 (5’-ATG
GCT CGC CTT GAAAGA GAG C-3")
e ‘primer 2’ (5’-CCA AGC ATT TGG
CGC TGA C-3’) (Engelke et al., 2003).
As reagdes com os marcadores 5’cob
constaram de: (a) um ciclo inicial de
2 min. a 94°C; (b) 40 ciclos de: 30 s a
94°C, 1 min. a 53°C, e 2 min. a 72°C, e
(c) um ciclo final de 5 min. a 72°C. Para
os marcadores orfA501 adotou-se: (a)
um ciclo inicial de 2 min. a 94°C; (b) 40
ciclos de: 30 s a 94°C, 1 min. a 60°C e
2 min. a 72°C, e (¢) um ciclo final de 5
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min. a 72°C. A separagdo dos amplicons
foi realizada por meio de eletroforese
em géis de agarose (1,5%) corados com
brometo de etideo e fotografados sob
luz ultravioleta (302 nm) em sistema de
video Eagle Eye® (Stratagene®).

Fenotipagem (identificacdo) mo-
lecular e interpretacio do padrao de
amplicons de acordo com os diferen-
tes tipos de citoplasma de cebola — a
identificac@o dos citoplasmas S, T e N
baseou-se no sistema de fenotipagem
descrito por Engelke et al. (2003) que
se fundamenta na analise conjunta de
amplicons obtidos de duas regides do
genoma mitocondrial (5’cob e orfA501).
As amostras portadoras de citoplasma S
foram caracterizadas pela amplificagdo
dos fragmentos de 180 e 414 pb deri-
vados da regido 5’cob. Foram caracte-
rizados como portadores do citoplasma
T os acessos que apresentaram apenas
o fragmentos de 180 bp derivado da
regidao 5’cob e um fragmento de 473
pb derivado da regido orfA501. Aces-
sos portadores somente do citoplasma
N apresentaram exclusivamente um
fragmento de 180 pb obtido da ampli-
ficagdo de 5’cob em combinagdo com
a auséncia de amplicons derivados da
regido orfAS01.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados acessos de cebo-
la de diferentes tipos morfoagrondmicos
incluindo acessos de dias intermediarios
("Péra Norte', 'BRS Cascata', 'Crioula
Alto Vale', 'Norte 14', "Valenciana 14°,
‘Mayon’ e ‘Rijnsburger’) e acessos de
dias curtos (os demais). Os dois tipos
de citoplasmas macho-estéreis (S e T)
bem como o citoplasma N foram detec-
tados entre os acessos avaliados. Das 66
amostras analisadas, 37 (56,0%) apre-
sentaram o fragmento de 414 pb a partir
da aplicagdo do marcador 5’cob e foram
consideradas portadoras do citoplasma S
(Tabela 1 e Figura 1). Dezessete (25,8%)
apresentaram apenas o fragmento de
180 pb com o marcador 5’cob ¢ um
fragmento de 473 pb com o marcador
orfA501 e foram caracterizadas como
portadoras do citoplasma T (Tabela 1 e
Figuras 1 e 2). Doze amostras (18,2%)
foram caracterizadas como portadoras
do citoplasma N, pois apresentaram
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exclusivamente um fragmento de 180
pb (Tabela 1 e Figura 1). E interessante
notar que entre os acessos brasileiros,
alguns apresentaram citoplasma S e ou-
tros apresentaram citoplasma T (Tabela
1). No entanto, nenhum dos acessos
estrangeiros presentes na colecdo exibiu
o citoplasma T.

Os padrdes obtidos no presente
estudo (Tabela 1) sdo diferentes dos re-
sultados preliminares que nossa equipe
havia apresentado (Santos et al., 2007)
para os acessos ‘Aurora’, ‘BRS Casca-
ta’, ‘Beta Cristal’, ‘Excel’, ‘Franciscana

IPA-10’, ‘Roxa do Barreiro’, ‘Norte 14’
e ‘Madrugada’. Esse fato pode indicar
que esta caracteristica nao estd fixada
nestas populagdes. E possivel, ainda,
que a analise em ‘bulk’, adotada tanto
no presente trabalho quanto em Santos
et al. (2007), possa ter mascarado a
presenga de individuos com citoplasma
N dentro de populagdes em que os ci-
toplasmas S ou T também estavam pre-
sentes. Esse fato explica as diferengas
ocorridas entre os dois trabalhos com
relacdo aos materiais ‘Excel’, ‘Francis-
cana IPA-10’ e ‘Norte 14°. Ressalta-se,

o
w z e
. % Bz _. 3£ . EIE g,
e O TE =in [3=] = = E;ﬁ{'b EZwm T2
8% 87 T doRxEs 8 2 COFEN “oF Sg
B8 EZ802 0Tl we B3 RNRopSREE DeupEE pa T
= _5%2H§H3Egﬁ?.}naoogﬂao?%éﬂ-t‘jﬁ'3 =
Tl g iwut onl B —webedm ﬁ'}wﬂa 2otz %E =)
" ™
O
[oF
<
=
i - w vew Pewsw W - e wie
o e e wET e BEE @SS e -
] ww ewmeome SRSEEE B esclee -
(e
[e.e]
| — |
') o O g
g 5 g 8 _% Y ¥ 2> <
o g o = 4 &w EErn
% [pl=15 : = o == JE’E'
= 2¢ i %52%?5 vi B FonfiR Z
2 Z-5_ Sw mpestE B8 ,2oXHegds g8 B
S, 8TLFZ¥ _EHELE=0nE ngEFEC S SR T g
B RY R EINERE R PSR T 088 ERE 025
= — D= R, = 0, k=] o6 f8 o ® = = =S =]
L R EEEn<EFI SRR B uREPE eS8 TSR ELERE
L]
© -
o
<t -
—
<t
- e - e W weww - - we -
-— - - - e e W O SEEE e
= - - - a W & - - -
(e
>}
=i

Figura 1. Acessos de cebola avaliados com o marcador molecular 5’cob (Sato, 1998), capaz de
diferenciar o citoplasma S (indutor de macho-esterilidade) dos citoplasmas N e T (macho-fértil
e indutor de macho-esterilidade, respectivamente). A presenga da banda de 414 pb indica que
0 acesso ¢ portador do citoplasma S. A presenga exclusiva da banda de 180 pb indica que o
material apresenta citoplasma N ou T (onion accessions assessed through the molecular marker
5’cob (Sato, 1998), which distinguishes the cytoplasm S (male-sterility-inducing) on the one
hand and the citoplasms N and T (male-fertile and male-sterility-inducing, respectively) on
the other hand. The presence of the amplicon with 414 pb indicates one accession presents
the cytoplasm S, whereas the presence of the amplicon with 180 pb, only, indicates one
accession presents N or T cytoplasm]. Brasilia, Embrapa Hortalicas, 2010.
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Tabela 1. Acessos de cebola avaliados com os marcadores moleculares 5’cob (Sato, 1998) e orfA501 (Engelke et al., 2003) que, utilizados
em conjunto, sdo capazes de discriminar os citoplasmas N (macho-fértil), S e T (indutores de macho-esterilidade). O simbolo (*), na linha,
indica qual tipo citoplasmatico estd presente em dado acesso [onion accessions evaluated for the cytoplasm types S, T and N via the molecular
markers 5’cob (Sato, 1998) and orfA501 (Engelke ef al., 2003) that when applied together are able to discriminate the cytoplasm types
N (male-fertile), S and T (male-sterility-inducing). The symbol (*), in the line, indicates the cytoplasm type present in each accession].

Brasilia, Embrapa Hortalicas, 2010.

Acesso! Citoplasma Acesso Citoplasma

S T N S T N

‘Perfecta F1” (1) * ‘Crioula Alto Vale’ (n) *

‘Optima F1” (i) * 486B (n) *

‘Aurora’ (n) * ‘Norte 14’ (n) *

‘Péra Norte’ (n) * CNPH 6400 (n) *

‘Bola Precoce’ (n) * ‘Brisa IPA-12’ (n) *

13-Doce (G 13) (i) * “1015Y” (i) *

‘Petroline’ (n) * ‘Boreal’ (n) *

10-Doce (G 10) (i) * CNPH 6327 (‘Tampico White’) (i) *

‘Baia Periforme’ (n) * ‘Roxa do Barreiro’ (n) *

‘BRS Cascata’ (n) * TX 07 (1) *

‘EX 3001° (i) * Texas Grano 6300 (‘Houston’) (i) *

‘XP 8418’ (i) * ‘Henry’s Special’ (i) *

‘Péra IPA-4’ (n) * ‘Madrugada’ (n) *

‘Roxa IPA-3’ (n) * ‘Composto IPA-6’ (n) *

TX 24 (i) * ‘White Creole’ (i) *

TX 06 (1) * ‘Texas Early Grano’ (i) *

TX 02 (i) * ‘Granex 33’ (i) *

‘Pira-Ouro’ (n) * 430B (n) *

‘Régia’ (n) * ‘Primavera’ (n) *

CNPH 6126A (n) * CNPH 6336 (‘Dehydrator # 6°) (i) *

TX 03 (1) * ‘Serrana’ (n) *

‘Mutualli IPA-8’ (i) * CNPH 6324 (‘Dehydrator # 8) (i) *

‘Conquista’ (n) * ‘Baia do Cedo’ (n) *

‘Beta Cristal’ (n) * ‘XP 8010 (1) *

‘Mercedes’ (1) * ‘EX 3000’ (1) *

‘XP 3237 (i) * ‘Red Creole’ (i) *

‘Excel’ (1) * ‘Alfa Tropical’ 1 (n) *

‘Franciscana IPA-10’(n) * ‘Alfa Tropical’ 2 (n) *

“Yellow Granex’ (i) * “Valenciana ‘14’ (i) *

‘Sdo Paulo’ (n) * ‘Granex Ouro’ (i) *

414B (n) * ‘Péra IPA-2’ (n) *

‘Belém IPA-9’ (n) * ‘Mayon’ (i) *

‘Granex 429’ (i) * ‘Rijnsburger’ (i) *

li=acesso introduzido de outros paises; n= germoplasma nacional ('i= accessions introduced from other countries; n= Brazilian germplasm).

no entanto, que a banda de 180 pb in-
dicadora do citoplasma N no marcador
5’cob (Sato, 1998) esta presente em
todos os tipos citoplasmaticos S, T e N
(Engelke et al., 2003) e, portanto, um
acesso sO foi marcado como portador
do citoplasma N no presente trabalho
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quando negativo para os citoplasmas S e
T (Tabela 1). Registra-se, também, que,
para maior confiabilidade dos resultados
apresentados neste estudo, as analises
foram repetidas duas vezes, obtendo-se
repetidamente os padrdes de bandas
retratados nas Figuras 1 e 2.

Todas as amostras que apresentaram
o fragmento de 414 pb apresentaram,
também, amplificagdo do fragmento
de 180 pb, referente ao citoplasma N
(Figura 1). Este dado esta de acordo
com os obtidos em todos os acessos com
citoplasma S analisados por Engelke et
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Figura 2. Acessos de cebola avaliados com o marcador molecular orfA501 (Engelke et al.,
2003), capaz de diferenciar o citoplasma N (macho-fértil) dos citoplasmas S e T (macho-
estéreis). A presenga do amplicon de 473 pb indica que o acesso possui citoplasma macho-
estéril do tipo T ou S. Sua auséncia indica que o acesso ¢ portador do citoplasma N (onion
accessions assessed through the molecular marker orfA501 (Engelke et al., 2003), which
can distinguish the cytoplasm N (male-fertile) on the one hand and the cytoplasms S and
T (male-sterility-inducing) on the other hand. The presence of the amplicon with 473 pb
indicates one accession presents the male-seterility-inducing cytoplasm T or S (Engelke et
al., 2003). The absence of this amplicon indicates the presence of the N cytoplasm). Brasilia,

Embrapa Hortalicas, 2010.

al. (2003). Como cada amostra foi pro-
veniente de um “bulk” de 10 plantas, a
presenga concomitante das duas bandas
pode também indicar que a populagdo
amostrada possuia mistura de plantas
com citoplasmas S e N. Szklarczyk et al.
(2002) também observaram a presenca
de uma banda de 180 pb, normalmente
mais fraca, nas amostras de plantas
portadoras do citoplasma S e afirmaram
se tratar da presencga de sequéncias de
citoplasma N, em quantidades subeste-
quiométricas no genoma mitocondrial
das plantas com o citoplasma S. O
genoma mitocondrial das plantas ge-
ralmente ¢ composto por mais de uma
molécula circular, contendo sequéncias
em diferentes quantidades estequiomé-
tricas (Kim et al., 2009). Desta forma,
ndo se descarta a possibilidade de que
um mesmo individuo possa apresentar
uma mistura de tipos citoplasmaticos.

Analises do genoma proveniente
das organelas citoplasmaticas sugeriram
origens diferentes para os citoplasmas
S e T em cebola (Holford et al., 1991).
De acordo com esses autores, ambos
os genomas (mitocondrial e cloroplas-
tidial) de individuos com citoplasma T
mostraram-se idénticos ou, a0 menos,
estreitamente relacionados aos genomas
dessas organelas provenientes de plantas
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portadoras do citoplasma N. Dessa for-
ma, ¢ possivel que o citoplasma T tenha
sido originado de uma mutagdo dentro
do citoplasma N sendo entdo, de origem
autoplasmica (Holford ez al., 1991). J4,
de acordo com os mesmos autores, para
o citoplasma S, origem autoplasmica ¢
pouco provavel.

No que tange a introdugdo da ca-
racteristica de macho-esterilidade nas
populagdes de cebola, alguns autores
sugerem que o citoplasma S tenha
sido inadvertidamente introduzido nas
populagdes a partir da cultivar ‘Italian
Red’, em que foi relatado pela primeira
vez. Este fato pode ter ocorrido devido
a presenga concomitante do alelo res-
taurador da fertilidade (Ms) permitindo
a introdug¢do do citoplasma S sem
expressdo da macho-esterilidade. A
linhagem de ‘Italian Red’ analisada
no trabalho de Jones & Emsweller
(1936), por sua vez, pode ter herdado
o citoplasma S de um hibrido interes-
pecifico tripléide cultivado no noroeste
da India denominado ‘Pran’ ou, ainda,
‘Pran’ e a referida linhagem podem ser
descendentes de um mesmo hibrido
interespecifico (Havey, 1993). Ja em
relacdo ao citoplasma T, informagdes
sdo raramente encontradas, visto que
esse sistema ndo tem sido utilizado no

melhoramento de cebola de maneira
tao intensa quanto o CMS-S (Engelke
et al., 2003). A pesquisa conduzida
por esses autores, no entanto, mostrou
que o citoplasma T estava presente em
cultivares de origem turca e alemas.
Sendo assim, verificou-se que esse tipo
citoplasmatico nao esta presente exclu-
sivamente na cultivar francesa ‘Jaune
paille des Vertus’, mas aparentemente
disseminada em diferentes regides do
continente Europeu.

Muitas das cultivares brasileiras
de cebola apresentam em sua base
genética contribui¢des da cultivar
‘Baia Periforme’ (originaria da cultivar
Garrafal de origem Portuguesa) e ‘Péra
Norte’ (originaria do Egito), que foram
introduzidas na Regido Sul do pais
pelos imigrantes agorianos que coloni-
zaram a cidade portuaria Rio Grande e
regido (Costa, 1978). Muitas selegdes
foram posteriormente conduzidas por
agricultores, utilizando como base ge-
nética esse germoplasma. No presente
trabalho, tanto ‘Baia Periforme’ e ‘Péra
Norte’ quanto diversas sele¢des destes
tipos (ex. ‘Aurora’, ‘Bola Precoce’, ‘Pe-
troline’, ‘Conquista’, ‘Boreal’, ‘Madru-
gada’, ‘Serrana’, ‘Baia do Cedo’, ‘Alfa
Tropical’ e ‘Péra IPA-2’) apresentaram
citoplasma do tipo T (Tabela 1, Figuras
1 e2). Amesma tipagem citoplasmatica
T foi obtida com diferentes selecdes de
‘Alfa Tropical’ (presente trabalho) e
com a ‘BRS Alfa Sao Francisco’, que
apresentou uma mistura com citoplasma
N (Santos et al., 2008).

Com excec¢ao de ‘Mutualli IPA-8’,
‘Excel’, ‘Houston’, ‘Red Creole’, ‘Va-
lenciana 14’ ¢ ‘Rijnsburger’, todos os
demais acessos introduzidos de outros
paises apresentaram citoplasma S (Tabe-
la 1). A identificacdo de citoplasma S na
cultivar ‘Pira-Ouro’ € interessante, uma
vez que essa cultivar foi resultante do
cruzamento entre a populagdo ‘Roxa do
Barreiro’ (citoplasma N) como poliniza-
dor e ‘Baia Periforme’ como receptor de
pélen (Silva, 1976). Como observado
no presente trabalho, grande parte dos
acessos derivados de ‘Baia Periforme’
apresentou citoplasma T (Tabela 1). No
entanto, cruzamentos envolvendo fontes
de citoplasma S podem ter sido conduzi-
dos (inadvertidamente ou ndo), gerando
variabilidade para essa caracteristica
entre populagdes do tipo ‘Baia Perifor-
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me’. A cultivar ‘Pira-Ouro’ apresenta
bons niveis de resisténcia a antracnose
(Colletotrichum sp.) derivados do ger-
moplasma de ‘Barreiro’ (Cardoso et al.,
1995) e pode ser usada para extracao de
linhagens visando desenvolver hibridos
com essa caracteristica.

Em resumo, os resultados obtidos
permitiram identificar os tipos citoplas-
maticos presentes e tragar provaveis
rotas de origem de um grupo variado de
cultivares de interesse para o melhora-
mento genético de cebola. Confirmou-
-se, também, que a metodologia de
Engelke et al. (2003) ¢ adequada para
identificagdo rapida e precisa de plantas
com os trés tipos distintos de citoplasma
(N, SeT). Essa genotipagem molecular
facilita grandemente o desenvolvimento
de hibridos dessa cultura a partir de
acessos adaptados para regides tropicais
e subtropicais do Brasil (Santos et al.,
2008, 2010; Leite et al., 2009). Dessa
forma, essa caracterizagao sera util para
guiar a escolha de gen6tipos em progra-
mas de melhoramento com objetivo de
gerar cultivares hibridas adaptadas as
condigdes tropicais e subtropicais.
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