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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi testar 12
primers SSRs desenvolvidos para cebolinha
em cebola, considerando que as duas
espécies pertencem ao mesmo género e que
0 aumento do numero de SSRs para cebola
facilitara diversas analises genéticas. Os
SSRs publicados de cebolinha foram
avaliados nos genotipos de cebola Crioula Alto
Vale, Optima, Alfa Sao Francisco, CNPH 6400,
Bola Precoce, TEG 502 PRR, IPA 11 e IPA
12. DNA gendmico total foi extraido segundo
o protocolo CTAB 2x, ajustando-se para a
concentracao de 30 ng/pL. Os fragmentos de
PCR foram visualizados em gel de
poliacrilamida 6% e de agarose comum a
3,5%, ap6s PCR com a opcgéo de descida da
temperatura a cada ciclo de anelamento.
Foram observadas amplificacbes de sete
SSRs de cebolinha tanto em poliacrilamida
como agarose, quais sejam, AFAO01AOQS8,
AFA01C07, AFA01C09, AFAO02F09,
AFA03C06, AFAOBA08 e AFAT02D10 nos oito
gendtipos de cebola, o que corresponde ao
porcentual de 58%. A amplificacdo dos sete
SSRs de cebolinha em cebola, contudo, resultou
em completa auséncia de polimorfismo,
sugerindo que apesar das regides serem
conservadas entre as duas espécies, as regioes
amplificadas em cebola, provavelmente, ndo séo
regides hipervariaveis de DNA repetitivo.

PALAVRAS-CHAVES: microsatélite, PCR,
marcador molecular.
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ABSTRACT

Transferability of SSRs primers from
Allium fistulosum to A. cepa

The goal of this work was to evaluate the
transferability of 12 SSR from bunching onion to
onion, considering that both species belong to the
same genus and that the increasing of SSRs to
onion could improve many genetic analyses. The
published bunching onion SSRs were tested in
the Crioula Alto Vale, Optima, Alfa Sao Francisco,
CNPH 6400, Bola Precoce, TEG 502 PRR, IPA
11 and IPA 12 onion genotypes. Total genomic
DNA was extracted following the CTAB 2x
protocol, adjusting the DNA concentration to 30
ng/uL. The PCR products were analyzedin a 6%
polyacrylamide gel and also in a 3.5% common
agarose gel, after a PCR program with the touch
down option, where the annealing temperature
decreased 0.7 ‘Ceach cycle. PCR amplifications
were observed in the polyacrylamide and agarose
gels to AFA0O1A08, AFA01C07, AFA01CO09,
AFA02F09, AFA03C06, AFAO6A08 and
AFAT02D10 bunching onion SSRs in the eight
onion genotypes, corresponding to 58% (7/12).
However the PCR products of the seven bunching
onion SSR did not present polymorphism in the
eight onion genotypes, suggesting that besides
presence of conserved regions in the two species,
the amplified onion regions were not hypervariable
region of repetitive DNA.

KEYWORDS: microsatellite, PCR, molecular
marker.

S3419

provided by Repository Open Access to Scientific Information from Embrapa
-] A A


https://core.ac.uk/display/45487397?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Transferéncia de primers SSRs de Allium fistulosum para A. cepa

INTRODUCAO

Marcadores moleculares tipo microssatélites ou sequéncias repetitivas simples (SSR)
detectam polimorfismo em regides hipervariaveis do DNA e séo ideais para diversos estudos,
nao so pela riqueza de informacéo genética que a sua co-dominancia oferece como também
pela obtencao de dados genéticos via PCR. A ocorréncia de amplificacéo destes fragmentos
mostra ser possivel aproveitar primers que foram desenvolvidos para uma espécie e emprega-
los nas demais espécies do mesmo género, com reportado por Lamas et al (2007) e Kuleung
et (2004).

A estratégia de transferibilidade de microssatélites de uma espécie para outra € uma
estratégia bastante usada, pois os custos para o desenvolvimento de primers de SSRs séo
bastante elevados e um grande numero dos mesmos estao disponiveis apenas para culturas
importantes. Para cebola (Allium cepa) foram desenvolvidos e publicados primers de 30 SSRs
(Fischer e Bachmann, 2000), enquanto para cebolinha (A. fistulosum) foram publicados
sequéncias de 100 primers de SSRs (Tsukazaky et al., 2007).

O objetivo desse trabalho foi testar 12 primers SSRs desenvolvidos para cebolinha em
cebola, considerando que as duas espécies pertencem ao mesmo género e que o aumento
do numero de SSRs para cebola facilitara analises genéticas diversas.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados os SSRs AFA01A08, AFA01C07, AFA01C09, AFAO1F03, AFA02,
AFAO02F09, AFA03C06, AFAO6A08, AFA07A08, AFA07A10, AFAT02D10 e AFAT05GO01
desenvolvidos para cebolinha (Tsukazaky et al., 2007) em oito gendtipos de cebola, quais
sejam: Crioula Alto Vale, Optima, Alfa Sao Francisco, CNPH 6400, Bola Precoce, TEG 502
PRR, IPA11 e IPA12.

DNA gendmico total foi extraido segundo o protocolo CTAB 2x, ajustando-se para a
concentracao de 30 ng/pL. Areacao de amplificacéo foi realizada para um volume final de 20
uL, contendo 30 ng de DNA genémico, 1x de Tampao para Tag DNA Polimerase, 1,5 de mM
MgCl, 0,2 mM de dNTP’s, 0,3 pM de cada primer 0,15 Unidades da enzima Tag DNA
Polimerase (Fermentas).

O programa de PCR foi 0 seguinte: denaturagao inicial a 94 °C por 2 min, seguido de 10
ciclos a 94 °C por 40 s, 62 °Cc por 1 min, 72 °Cc por 1 min, com a temperatura de anelamento
sendo reduzida 0,7 °C acadaciclo. A seguir foram realizados 30 ciclos a 94 °C por40s, 55 °C
por 1 min, 72 °C por 1 min, seguido de extensao final de 4 mina 72 °C. Apds a amplificacéo, os
fragmentos foram visualizados por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado
com nitrato de prata, conforme descrito por Creste et al. (2001). Os fragmentos de PCR foram
também visualizados em gel de agarose comum a 3,5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas amplificacbes de sete SSRs de cebolinha, quais sejam, AFAO1A08,
AFA01CO07, AFA01C09, AFA02F09, AFA03C06, AFAO6A08 e AFAT02D10 nos oito gendtipos
de cebola (Fig.1 e Fig. 2).
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Esse numero corresponde ao porcentual de 58%, sendo esse porcentual maior ao
observado de meléao para melancia (Lamas et al., 2007) e de trigo para centeio (Kuleung et al.,
204). Entre os 30 SSRs de cebola (Fischer e Bachmann, 2000) apenas um apresentou
segregacao em cebolinha (Ohara et al., 2004). Os tamanhos dos fragmentos amplificados
variaram de 130 bp no SSR AFAO6A08 a 400 bp no SSR AFA01A08 (Fig. 2).

A amplificacdo dos sete SSRs de cebolinha em cebola resultou em completa auséncia
de polimorfismo, sugerindo que apesar das regides serem conservadas entre as duas espécies,
as regioes amplificadas em cebola, provavelmente, ndo séo regides hipervariaveis de DNA
repetitivo.

Esforcos devem ser realizados por programa de melhoramento de cebola para o
desenvolvimento de SSRs especificos para a espécie, o que possibilitara estudos diversos,
como paternidade em disputas comerciais com hibridos e cultivares, mapeamento genético,
entre outros.
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Figura 1. Gel de poliacrilamida (6%) com SSRs de cebolinha AFA01A08, AFA01C07, AFA01C09, AFA02F09,
AFA03C06, AFAO6A08 e AFAT02D10 (da esquerda para a direita) avaliados nos genétipos de cebola Crioula
Alto Vale, Optima, Alfa Sao Francisco, CNPH 6400, Bola Precoce, TEG 502 PRR, IPA 11 e IPA 12 (da

esquerda para a direita em cada SSR).

Figura 2. Gel de agarose comum (3,5%) com SSRs de cebolinha AFA01A08, AFA01CO07 (painel A), AFA01CO09,
AFAO02F09 (painel B), AFA03C06, AFAO6AO08 (painel C) e AFAT02D10 (painel D) avaliados nos gendtipos
de cebola Crioula Alto Vale, Optima, Alfa Sao Francisco, CNPH 6400, Bola Precoce, TEG 502 PRR, IPA 11
e IPA 12 (da esquerda para a direita em cada SSR).
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