MORALES, RGF; RESENDE, JTV; SILVA, PR; DELATORRE, CA; RESENDE, FV; FIGUEIREDO, AST. 2010.
Identificacdo de cultivares de alho por marcadores AFLP. 2010. Horticultura Brasileira 28: S195-S199.

Identificacdo de cultivares de alho por marcadores AFLP.

Rafael Gustavo Ferreira Morales?!; Juliano Tadeu Vilela de Resende?; Paulo Roberto
Da-Silva?; Carla Andrea Delatorre®; Francisco Vilela Resende*; Alex Sandro Torre
Figueiredo?.

"Universidade Federal de Lavras, Lavras (UFLA), MG: moralescefet@yahoo.com.br; *Universidade Estadual
do Centro-Oeste (UNICENTRO), Guarapuava, PR: jresende@unicentro.br; pabloprs@hotmail.com;
*Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS; 4Pesquisador da Embrapa Hortalicas,

Brasilia, DF, fresende@cnph.embrapa.br.

RESUMO

O sistema de propagacéao assexuado,
gue ocorre no alho, faz com que as cultivares
disponibilizadas sejam oriundas do acumulo
de mutacdes em cultivares ja existentes. Esta
peculiaridade faz com que algumas cultivares
que sao clones, por apresentarem pequenas
diferencas fenotipicas, sejam consideradas
cultivares distintas com denominacao
diferente. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a divergéncia genética entre 20
cultivares de alho, por meio de marcadores
moleculares AFLP, identificando possiveis
cultivares duplicadas. O DNA de 20 cultivares
de alho, pertencente a dois grupos (nobre e
semi-nobre) foi analisado pela técnica de
AFLP utilizando seis combinacdes de
primers. A divergéncia genética entre as
cultivares foi determinada utilizando o
coeficiente de Jaccard e o agrupamento, para
formacdo do dendograma, pelo método das
médias aritméticas nado ponderadas
(UPGMA). O Dendograma obtido apresentou
dois grupos, sendo um formado pelas
cultivares pertencentes ao grupo dos alhos
nobres e o outro dos alhos semi-nobres. As
cultivares Gigante Roxao e Chinés Real
apresentaram similaridade genética de 100%,
podendo ser consideradas clones. Outras
cultivares com elevado parentesco foram
Quitéria e Jonas. Os resultados obtidos neste
trabalho demonstraram que os marcadores
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AFLP sao eficientes na identificacdo das
cultivares dentro e entre grupos.

Palavras-chave: Allium sativum L., clone,
divergéncia genética.

ABSTRACT

Identification of garlic cultivars by
AFLP markers

The asexual propagation system,
which occurs in garlic, causes the available
cultivars are derived from the accumulation
of mutations in existing cultivars. This
peculiarity makes some cultivars that are
clones, because they have small phenotypic
differences, are considered distinct cultivars
with different name. The objective of this study
was to evaluate the genetic divergence
among 20 garlic cultivars through AFLP
molecular markers, identifying possible
duplicate cultivars. The DNA of 20 garlic
cultivars, belonging to two groups noble and
semi-noble, were analyzed using six AFLP
primer combinations. Genetic divergence
among cultivars was determined using the
Jaccard coefficient and clustering, to form the
dendrogram, the method of unweighted
arithmetic averages (UPGMA). The
Dendrogram obtained showed two groups,
one formed by the cultivars belonging to the
group of noble garlic and other semi-nobles
garlic. The cultivars Gigante Roxao and
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Chinés Real showed 100% of genetic the AFLP markers are efficient in the
similarity and may be considered lidentification of cultivars within and

clones. Other cultivars with high PE€twWeen groups.

relatedness were Quitéria and Jonas. Keywords: Allium sativum L., clone, genetic
The results of this study showed that divergence.

A multiplicacéo do alho (Allium sativum L.) ocorre apenas por propagacao vegetativa,
existindo reproducéo sexual apenas no seu centro de origem. Assim, fora do centro de
origem ndo ha recombinagcdo meidtica e consequentemente, a criacdo de recombinantes,
dificultando o desenvolvimento de cultivares que se adaptem as diferentes regides de cultivo
(Vieira e Nodari, 2007). Desta forma, os materiais plantados atualmente advém do acumulo
de mutagbes somaticas do material basico de plantio, desconhecendo-se, na maioria dos
casos, a procedéncia das cultivares. Esse fato colaborou para a grande quantidade de clones
encontrados no mercado brasileiro os quais apresentam diferentes denominac¢ges regionais
ou populares, acarretando dificuldades e caracterizacdes dubias dos materiais (Mota et al.,
2006). Como resultado, muitas cultivares podem ser semelhantes geneticamente, ainda que
tenham nomes diferentes.

Muitas metodologias possibilitam a identificacdo e caracterizacdo de cultivares,
diferenciando-se pela praticidade, custos e repetibilidade dos resultados (Milach, 1998). Na
cultura do alho foram encontradas metodologias que podem ser divididas em trés grupos de
marcadores: 0s baseados em caracteres morfoagrondmicos, os bioquimicos e os moleculares
(RFLP, RAPD e AFLP). Dentre os marcadores moleculares supracitados, que sao baseados
na andlise direta do DNA, o AFLP (Amplified Restriction Fragment Polymorphism) vem sendo
utilizado com sucesso no estudo de diversidade genética (Buso et al., 2008) e na identificacao
de clones de alho (Ovesna et al., 2007).

A utilizacdo de marcadores AFLP permite maior cobertura do DNA, acessando
diferentes regides do genoma simultaneamente, possibilitando inferéncias precisas sobre
duplicatas de cultivares. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a divergéncia
genética entre 20 cultivares de alho por meio de marcadores AFLP e fazer inferéncias sobre
possiveis cultivares duplicadas.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal neste trabalho constitui-se de 20 cultivares de alho, sendo oito
classificadas como nobres (Cagador, San Valentim, Bergamota, Ito, Jonas, Roxo caxiense,
Quitéria e Chonan) e doze como seminobres (Chinés Real, Amarante, Hozan, Caturra,
Gravatd, Gigante do Nucleo, Chinés Sao Joaquim, Cateto Roxo, Gigante Lavinia, Peruano,
Gigante Roxo e Gigante Rox&o), todas provenientes da Embrapa Hortalicas, Brasilia, DF.

A extragdo do DNA gendmico ocorreu a partir de bulbilhos in natura descascados e
triturados em nitrogénio liquido, utilizando para tanto o método CTAB. Para as analises
moleculares o DNA de cada cultivar foi amplificado com seis combinagdes de primers de
AFLP. As reacfes de AFLP foram conduzidas de acordo com Vos et al. (1995), com pequenas
modificagdes. Duzentas nanogramas de DNA de cada cultivar foram digeridos separadamente
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com duas enzimas de restricdo, 5U Msel e 5U Pstl. Os fragmentos gerados pela restricao
foram ligados nos adaptadores Pstl e Msel (25 uM do adaptador Msel e 2.5 uM do adaptador
Pstl), usando um tampao de ligacdo contendo ATP, 1U de T4 DNA ligase e agua ultrapura
para completar 50 ul. A pré-amplificacéo foi conduzida utilizando primers complementares
aos adaptadores Pstl e Msel contendo uma base seletiva. A amplificacéo seletiva foi conduzida
também com primers complementares aos adaptadores Pstl e Msel, no entanto com trés
bases seletivas e utilizando como molde o produto da pré-amplificacdo. Para amplificacédo
seletiva foram utilizadas seis combinacg6es de primers. Os fragmentos amplificados foram
separados em gel de poliacrilamida 6% e visualizados por coloragdo com nitrato de prata.

A partir da leitura dos géis gerou-se uma matriz binaria em que os individuos foram
genotipados quanto a presenca (1) e auséncia (0) de loci. Com essa matriz calculou-se a
divergéncia genética, estimada pelo coeficiente de Jaccard, utilizando o Software NTSY Spc
2.1. As 20 cultivares de alho foram agrupadas com base na matriz de dissimilaridade genética
usando o método de agrupamento de médias aritméticas nao ponderadas (UPGMA). A analise
de Bootstrap com 1000 repeticOes aleatérias foi usada para verificar a confiabilidade das
bifurcacdes do dendograma. A correlacéo cofenética também foi utilizada para os marcadores
AFLP, conforme metodologia descrita acima.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As seis combinacdes de primers AFLP revelaram um total de 87 bandas, sendo 77
polimorficas, com tamanho entre 100 e 1500 pb. A divergéncia genética média foi de 43%,
variando de 0% (Chinés Real e Gigante Roxéao) a 79% (Ito e Chinés Séo Joaquim). Elevados
niveis de similaridade também foram encontrados entre as cultivares Quitéria, Jonas e
Bergamota (Figura 1). Estes valores evidenciam alta variacéo na divergéncia, corroborando
com os valores encontrados por Lampasona et al. (2003), que encontraram divergéncia que
variou de 3 a 76% entre clones de alho. Valores semelhantes foram obtidos por Ipek e Simon
(1998), que constatou divergéncia em clones de alho variando entre 5 e 70%. Considerando
gue a cultura do alho apresenta sistema reprodutivo assexuado e, portanto, sem capacidade
para recombinacdo genética, tal polimorfismo pode ser considerado alto quando comparado
com outras culturas. A superioridade no grau de polimorfismo € compreensivel em espécies
com sistema reprodutivo de fecundacao cruzada, o que possibilita maior nivel de heterozigose
nessas plantas.

O coeficiente de correlacdo cofenética entre a matriz de dissimilaridade de Jaccard e
a matriz cofenética foi de r=0,96, revelando um oOtimo ajuste entre a representacéo grafica
das distancias e a sua matriz original, possibilitando a realizacdo de inferéncias precisas por
meio da avaliacéo visual do dendograma.

O dendograma alocou as cultivares nobres e seminobres em dois grupos, sendo o
grupo | formado por cultivares nobres, com excecdo da cultivar Peruano, classificada
comercialmente como seminobre (Figura 1). Resultados semelhantes foram obtidos por Buso
et al. (2008), onde os marcadores RAPD dividiram as cultivares nos grupos nobre e seminobre.
Outro fator comum entre os trabalhos é a alta similaridade entre as cultivares Quitéria e
Jonas, que possuem 96% de similaridade genética. Outras dez similaridades foram superiores
a 90%, incluindo as cultivares Chinés Real e Gigante Roxao, que apresentaram 100% de
similaridade.
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Esses valores reforcam a hipdtese da existéncia de genétipos duplicados, com
denominacdes diferentes, semelhante ao observado por Algustin e Garcia (1993), que estudando
as caracteristicas isoenziméticas e morfoagronémicas de genétipos de alho encontraram
elevada similaridade genética entre as cultivares e possiveis clones entre as mesmas.

Os marcadores AFLP demonstraram ser eficientes na classificacdo das cultivares
dentro e entre grupos, como ja mencionado por outros autores (Ipek e Simon, 1998; Ipek et
al., 2003; Lampasona et al., 2003; Volk et al., 2004). Com base nesses dados € possivel
concluir que as cultivares Chinés Real e Gigante Rox&do sdo clones somaticos, existindo
também elevado parentesco entre as cultivares Quitéria, Jonas e Bergamota.

As cultivares Gigante Roxao e Chinés Real apresentaram similaridade genética de
100%. Outras cultivares com elevado parentesco foram Quitéria e Jonas.
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Figura 1. Dendograma de dissimilaridade genética entre as 20 cultivares de alho, obtido a partir de marcadores
AFLP, utilizando o método de agrupamento UPGMA. Guarapuava, UNICENTRO, 2010.
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