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RESUMO

O uso da biotecnologia na agricultura vem crescendo nos ultimos anos e tem sido

importante como auxilio a programas de melhoramento genético de plantas. Uma das
diversas aplicacbes de marcadores moleculares em cebola é a caracterizacao
citoplasmatica. A identificagdo de citoplasmas estéril e normal auxilia no desenvolvimento
de cultivares hibridas, pela significativa redu¢cao do nimero de pareamentos individuais
com plantas estéreis testers, para identificacdo de genétipos mantenedores e/ou
acelerando o processo de incorporagdo de macho-estéreis em linhagens elite. Este
estudo objetivou a caracterizagcdo molecular de citoplasmas das cultivares de cebola Bola
Precoce (100 plantas) e Crioula (93 plantas), através de analise de genoma de
mitocondria pela técnica da reagédo da polimerase em cadeia. As cultivares Bola Precoce
e Crioula apresentaram 51,0 e 43,0% das plantas com citoplasma normal,
respectivamente. Nas plantas com citoplasma estéril, o tipo predominante foi o T, e
somente foi possivel identificar citoplasma estéril S em quatro plantas da cultivar Crioula.
Palavras-chave: Allium cepa L., macho-esterilidade, hibrido.

ABSTRACT - Onion molecular cytoplasm characterization in Bola Precoce and
Crioula cultivars.

The use of the biotechnology in agriculture is growing in the last years and has been
important as an aid in plant breeding programs. One of the diverse applications of
molecular markers in onion is the cytoplasm characterization. The identification of normal
and sterile cytoplasms helps the development of hybrid cultivars, by the significant
reduction of the number of individual pairings with sterile tester plants, for the identification
of maintainers and/or speeding the process of incorporation of male-steriles in elite lines.
The objective of this study was the molecular characterization of Bola Precoce and Crioula
onion cultivars, through the analyses of mitochondria genome by polymerase chain
reaction. The Bola Precoce (100 plants) and Crioula (93 plants) cultivars presented
respectively 51,0 and 43,0% of the plants with normal cytoplasm. In the plants with sterile
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cytoplasm the predominant type was the T. It was only possible to identify S sterile
cytoplasm in four plants of Crioula cultivar.

Keywords: Allium cepa L., male-sterility, hybrid.

INTRODUCAO

O ciclo de semente a semente em cebola requer dois anos, e para o estabelecimento de
citoplasmas estéreis e normais por cruzamentos testes, sdo necessarios de quatro a oito
anos. Desta forma, a identificacdo molecular de citoplasmas representa um auxilio no
desenvolvimento de cultivares hibridas, pois reduz significativamente o numero de
pareamentos individuais com plantas estéreis testers necessarios para identificacao de
gendtipos mantenedores e/ou acelera o processo de incorporacdo de macho-estéreis em
linhagens elite (HAVEY, 1994).

Sato (1998) identificou citoplasmas normal (N) e estéril (S) de plantas individuais em uma
populacao de polinizagdo aberta de cebola usando reagcao em cadeia da polimerase, pela
amplificagdo de um fragmento presente no DNA de mitocondria de citoplasma N e
ausente em citoplasma S. Descreveu a produgdo de fragmentos de 0,41 e 0,18 para
citoplasmas S e N, respectivamente. Engelke et al. (2003) desenvolveram um conjunto de
primers que distingue ambos os citoplasmas macho-estéreis (S e T) do citoplasma
normal. Esta identificacdo é possivel através da combinacgao dos resultados obtidos das
bandas produzidas pelos primers de Engelke et al. (2003) com os resultados obtidos com
0s primers descritos por Sato (1998).

O objetivo deste estudo foi realizar a caracterizagcdo molecular de citoplasmas de plantas
de cultivares elites de polinizacdo aberta como meio de reduzir o tempo necessario para
identificacao de plantas mantenedoras da macho-esterilidade.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados os marcadores moleculares para citoplasma macho-estéril descritos por
Sato (1998) e Engelke et al. (2003) nas cultivares Bola Precoce (100 plantas) e Crioula
(93 plantas) de cebola. As amostras (110 a 140mg) utilizadas para analise foram de folhas
jovens, obtidas a partir de brotagcées de bulbos plantados em campo. Os procedimentos
usados para extragdo do DNA foram os descritos por Ferreira e Grattapaglia (1998).
Todas as amostras de DNA foram testadas em duas reagdes: 1) com o0s primers de
Engelke et al. (2003) e 2) com os primers de Sato (1998). O preparo das reagbes de
amplificacdo de DNA com os primers de Engelke et al. (2003) seguiram o protocolo deste
autor, utilizando-se Taq polimerase marca Gibco. O preparo das reacdes de amplificacéo
com os primers de Sato (1998) seguiram o protocolo de Szklarczyk et al. (2002) com

modificagdes, em que para um volume total de 15 pl, cada reagdo continha: 10 mM Tris
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HCI pH 8,8; 50 mM KCI; 5 mM MgCI2; 0,25 mM de cada dNTP; 0,05% BSA; 0,25 uM de
cada primer; 10 ng de DNA gendmico e 0,5 U de Taq polimerase marca Gibco e cobertas
com uma gota de éleo mineral.

Com ambos os primers foi utilizado o protocolo de Szklarczyk et al. (2002) para as
amplificacdbes de DNA realizadas em um termociclador (RoboCycler 96 Temperature
Cycler — Stratagene). Os produtos das reacgdes de amplificagdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose (Gibco), submerso, na concentragdo de 1,5%, com uma
diferenca de potencial de 80 v.cm™ por um periodo médio de trés horas e trinta minutos,
corados com brometo de etideo, deixados para migrar por 8 cm, e fotografados sob luz
ultravioleta. As cultivares foram genotipadas através dos produtos visualizados em gel.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel caracterizar as 193 plantas com os primers de Engelke et al. (2003) e 132
plantas com os primers de Sato (1998). Para cada planta analisada houve concordancia
nos resultados obtidos com ambos marcadores (Tabela 1).

Com a utilizacado dos primers de Sato (1998), foi observada uma banda fraca de 0,18 kb
nas plantas classificadas com citoplasma S, em adicdo ao fragmento de 0,41 kb. Os
resultados do surgimento de bandas adicionais concordam com os resultados obtidos por
Szklarczyk et al. (2002) e Engelke et al. (2003).

As cultivares Bola Precoce e Crioula apresentaram respectivamente 51,0 e 43,0% das
plantas com citoplasma normal. Nas demais plantas, o citoplasma foi estéril e o tipo
predominante foi o T. O citoplasma estéril S somente foi observado em quatro plantas da
cultivar Crioula (4,3%) (Tabela 1). Estes dados concordam com os obtidos por Leite e
Anthonisen (2004) que ao caracterizarem o citoplasma de 45 plantas da cultivar Crioula,
identificaram apenas duas plantas com citoplasma estérii S. O sistema de macho-
esterilidade génica-citoplasmatica (CMS) baseado no citoplasma S vem sendo utilizado
ha muito tempo. Porém, dados de CMS com citoplasma T s&o raros, pois até 2003 nao
era possivel distinguir o citoplasma T do citoplasma N por métodos moleculares.

Ambas as cultivares testadas, Bola Precoce e Crioula, apresentaram plantas com
citoplasma indutor da macho-fertilidade, com isto, tém potencial de serem utilizadas como
mantenedoras da macho-esterilidade na producao de sementes hibridas.
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Tabela 1. Citoplasmas de cebola das cultivares Bola Precoce e Crioula. Pelotas, RS,

Embrapa Clima Temperado, 2005.

Ne de Marcadores citoplasmaticos [pb] ®
Padrao ou cultivar lantas B A Citoplasma®
P 473(450+20) 414(440+20) e 180(180+10)

Citoplasma estéril - 1 - - Estéril
Citoplasma S - 1 1 Oou Estéril (S)
Citoplasma T - 1 0 1 Estéril (T)
Citoplasma N - 0 - - Normal (N)
Citoplasma N - 0 0 1 N

23 0 - - N
‘Bola Precoce’ 28 0 0 1 N, ,

16 1 - - Estéril

33 1 0 1 T

9 0 - - N

31 0 0 1 N

13 1 - - Estéril
‘Crioula’ 36 1 0 1 T

02 1 1 0 S

02 1 1 1 S

Total 193

2 somente foram consideradas bandas fortes e reproduziveis; ° citoplasmas determinados
pela presenga (1) ou auséncia (0) de bandas dos marcadores de A (SATO, 1998) e/ou B
(ENGELKE et al., 2003) segundo amplificacao de Szklarczyk et al. (2002).
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