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RESUMO GERAL

MACHADO, DANIEL LUCAS MAGALHAES. Fenotipagem e genotipagem de
populacdes de cebola com diferentes niveis de endogamia. 2018. 77f. Tese (Doutorado
em Agronomia / Fitotecnia). Universidade Federal de Uberlandia®.

Resumo: A produgdo de hibridos de cebola depende do desenvolvimento de linhagens
geneticamente puras. Tradicionalmente, o método de ‘pedigree’ (onde se aplica sucessivas
autofecundagdes em nivel de individuos), € o que garante uma rapida obtencao de linhas
endogamicas. No entanto como muitas espécies de polinizagdo cruzada, a cebola sofre um
forte processo de depressao por endogamia quando autofecundadas por varias geragdes. A
depressao por endogamia reduz o vigor da planta, o tamanho do bulbo e sua produgao de
sementes, o que acaba onerando o custo de produgdo da semente hibrida. Sabe-se que o
intercruzamento entre poucas plantas promove a diminui¢do da depressdao por endogamia
em populagdes naturais. Baseado no mesmo principio, ainda que, se tratando de
populagdes submetidos a selecdo de individuos superiores, este trabalho tem o objetivo de
elucidar se existe algum efeito de depressdo por endogamia em linhas segregantes de
cebola, obtidas pela autofecundacao e pelo intercruzamento de duas e trés plantas. Para
isso, utilizou-se para o estudo 33 populacdes de cebola, os tratamentos constituiram-se das
diferentes formas de obtencao das populagdes (autofecundagdo de uma planta [A1],
intercruzamento de duas [B:2] e trés plantas [C3]) em 11 diferentes backgrounds genéticos
agrupados de acordo com o nivel baixo ou médio de endogamia. Foram avaliadas em dois
anos consecutivos (2014 e 2015), caracteristicas agrondmicas na fase vegetativa e
reprodutiva da cultura, além de andlises com marcadores RAPD’s e SSR’s. Os
experimentos foram realizados na estacdo experimental da Bayer Vegetable Seeds em
Uberlandia/MG. O vigor de plantas sofreu efeito de depressao por endogamia em geragdes
iniciais com maior heterosigosidade; assim como o contraste entre individuos
autofecundados comparativamente aos advindos do intercruzamento de duas ou trés
plantas foi mais pronunciado nas populagdes com menor nivel endogamico. O
intercruzamento de trés plantas refletiu em maior producdo de sementes/parcela nas
populagdes com baixo nivel endogdmico. A alteracido no método de condugdo das
geracdes, através do sib de plantas, proporcionou maior divergéncia entre os genotipos.
Caracteristicas importantes, como producdo de bulbos por parcela, pegamento de
sementes, resisténcia a Alterndria e producdo de sementes por umbela, que podem ser
usadas nas estimativas da divergéncia na selecdo de linhas segregantes de cebola.
Observou-se ainda, correlacdo genotipica positiva e significativa de 0,92 e 0,82, da
porcentagem de pegamento de sementes e resisténcia a alterndria, respectivamente com
producao de sementes por umbela, indicando que o peso de sementes por umbela pode ser
aumentado através da sele¢do para resisténcia a alternaria e porcentagem de pegamento de
sementes. Por fim, conclui-se que a depressdao por endogamia ndo pode ser prontamente
interpretada como devida a efeitos de homozigoticidade para mutagdes deletérias e que os
microssatélites usados podem ser tuteis para detectar variabilidade no germoplasma
brasileiro de cebola. Os resultados sugerem que os sibs de duas e trés plantas podem ser
utilizados visando reduzir o efeito endogadmico em cebola, devendo iniciar em populacdes
com nivel baixo de endogamia para maior proveito do método.

Palavras-chave: intercruzamento de plantas, linhas endogamicas, autofecundacao,
marcador SSR em cebola.

'Comité Orientador: Jos¢ Magno Queiroz Luz - UFU (Orientador) e Joelson André de Freitas — BAYER,
Gabriel Maciel Mascarenhas — UFU (Co-orientadores).
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GENERAL ABSTRACT

MACHADO, DANIEL LUCAS MAGALHAES. Phenotyping and genotyping of onion
populations with different levels of inbreeding. 2018. 77f. Thesis (PhD degree in
Agronomy / Crop Protection) — Federal University of Uberlandia'.

Abstract: The production of onion hybrids depends on the development of genetically
pure lineages. Traditionally, the pedigree method (applying successive self-fertilization in
individuals) guarantees obtaining quickly the endogenous lines. However, the onion
undergoes a strong process of inbreeding depression when self-fertilized for several
generations, such as many other species of cross-pollination. Depression by inbreeding
reduces plant vigor, bulb size and seed production, increasing the cost to produce the
hybrid seed. Researchers have shown that cross-linking between a few plants promotes the
reduction of depression by inbreeding in natural populations. Based on the same principle
and taking in consideration the populations submitted to the selection of superior
individuals, the objective of this paper is to elucidate if there is any effect of depression by
inbreeding segregating lines of onion obtained by self-fertilization and by cross-linking of
two and three plants. Therefore, we used 33 populations of onion and designed treatments
in different ways of obtaining the populations (self-fertilization of one plant [Ai],
intercrossing of two [B:z] and three plants [C3]), to study 11 different genetic backgrounds,
grouped according to low or medium inbreeding. We evaluate throughout two consecutive
years (2014 and 2015) the agronomic characteristics in the vegetative and reproductive
phases of the crop, and conducted analysis with RAPDs and SSRs. The experiments were
conducted at the experimental station of Bayer Vegetable Seeds in Uberlandia/MG. Plant
vigor suffered the depressed by inbreeding in the early generations with greater
heterozygosity. Similarly, the contrast between the self-fertilized compared to the two-or
three-plant crossbred was more pronounced in the populations with lower endogamic level.
The intercrossing of three plants reflected in larger production of seeds per plot in
populations with low endogamic level. Changing the method of conducting the generations
through the sib of plants provided greater divergence between the genotypes. Important
characteristics such as bulb production per plot, seed survival, resistance to purple blotch
(fungus Alternaria porri), and seed production by umbel, that can be used in the estimation
of divergence in the selection of segregating onion lines. We observed a positive and
significant genotypic correlation of 0.92 for the percentage of seed survival, and 0.82 for
the resistance to purple blotch, with seed production per umbel. These results indicates that
the weight of seeds per umbel can be increased through selection for resistance to purple
blotch and percentage of seed survival. Furthermore, we concluded the depression by
inbreeding could not be interpreted as due to homozygous effects for deleterious mutations,
and that microsatellites markers may be useful for detecting variability within the Brazilian
onion germplasm. These results suggest that sibs of two and three plants can be used to
reduce the inbreeding effect in onion, and should start in low endogamous populations, for
the best use of the method.

Keywords: interbreeding of plants, inbred lines, self-fertilization, SSR marker in onion.

2 Supervising Committee: Jos¢ Magno Queiroz Luz - UFU (Major Professor), Joelson André de Freitas —
BAYER, Gabriel Maciel Mascarenhas — UFU .
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1 INTRODUCAO GERAL

A cebola (Allium cepa L.) é uma espécie diploide (2n=2x=16) com numero basico de
cromossomos igual a oito (KALKMAN, 1984). Pertencente a familia Alliacea, a cebola ¢
originaria de regides de clima temperado, que compreendem o Afeganistdo, Ird ¢ a antiga
Unido Soviética, sendo cultivada a mais de 5000 anos e, possivelmente ndo existe mais na
forma silvestre (GOLDMAN, et al. 2000).

Tipicamente bienal, com o ciclo bioldégico completo, compondo-se de duas etapas: a
vegetativa e a reprodutiva. No Brasil ¢ uma das raras culturas olerdceas nas quais o
fotoperiodo pode tornar-se o fator limitante. Isso ocorre caso as exigéncias fotoperiddicas nao
sejam satisfeitas (FILGUEIRA, 2008).

A parte utilizavel ¢ um bulbo tunicado, compacto originado pela superposi¢cdo de
bainhas foliares carnosas, denominadas catafilos. A camada mais externa constitui uma
pelicula seca com coloracdo tipica da cultivar (FILGUEIRA, 2008).

A cebola apresenta flores férteis, com escapo floral composto por uma inflorescéncia
esférica tipo umbela. A flor é androgena e compreende trés carpelos fundidos em seu pistilo,
seis estames e um estilete. As anteras emitem quase todo o pélen entre 9 horas e 17 horas, 26-
36 horas antes que o estigma torne-se receptivo, caracterizando a dicogamia protandrica. A
polinizagdo ¢ entomofila, sendo 75% a 90% das sementes resultantes de polinizagao cruzada
em campos de producao de sementes de cebola (BREWSTER, 1994; MALUF, 1999).

A grande variagdo de caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas nesta espécie esta
associada a sua alta taxa de polinizagdo cruzada, bem como ao intenso processo de sele¢do a
que foi submetida ao longo de sua domesticacao, estendendo-se até os dias atuais. As selecdes
visam, de modo geral, modificar caracteristicas como: o formato, a coloragdo, a retencao de
escamas e o tamanho de bulbos, assim como aumentar a produtividade, melhorar a
conservacdo pos-colheita e o nivel de resisténcia a pragas e doencas, e a adaptagdo a
diferentes condi¢des edafoclimaticas (QUARTIERO, 2014). Como resultado marcante, pode-
se ressaltar a adaptacao da cebola a diferentes latitudes em relagdo ao seu centro de origem,
considerando-se que o fotoperiodo ¢ fator limitante no processo de bulbificagdo (REZENDE,
2003).

Mais da metade da producdo nacional concentra-se em propriedades familiares com
menos de 20 hectares (VILELA et al., 2005), representando grande importancia
socioecondmica na cadeia produtiva brasileira. Ademais, a producdo em larga escala nas

tradicionais regides produtoras como Sao José do Rio Pardo, Altinopolis e Monte Alto (SP);



Santa Juliana, Ibia e S3o Gotardo (MG); ou ainda, em novas fronteiras agricolas como
Cristalina (GO), Irecé (BA), Petrolina (PE) e Mossor6é (RN), contribuem sobremaneira na
geragao de emprego e renda no campo.

A cebola ¢ a terceira hortalica em importancia econdmica no mundo ¢ a terceira mais
produzida no Brasil. Em 2016 a safra brasileira de cebola foi de 1,6 milhdes de toneladas, em
56,2 mil hectares plantados, resultando em uma produtividade média de 28,5 t ha'
(AGRIANUAL, 2017). Essa produtividade, embora crescente nos ultimos anos, ainda ¢ baixa
e ocorre devido ao cultivo em grande parte de cultivares de polinizagdo aberta, ou OP’s
(‘open pollination’), que proporcionam baixo rendimento, baixa qualidade e auséncia de
resisténcia as principais doengas e pragas.

O ganho de produtividade por heterose tem sido o principio usado em melhoramento e
producdo de hibridos de muitas hortalicas de interesse agrondmico (MALUF, 2001). O
aumento da produtividade em cebola, seja pelo efeito heterdtico de um hibrido, ou pelo
aumento do ‘stand’ de plantio ¢ uma busca constante nos programas de melhoramento.

O mercado de sementes de cebola no Brasil movimentou em torno de 158 milhdes de
dolares em 2015, em uma area de 55,3 mil hectares; desta, estima-se que 11 mil foram
campos de producao utilizando-se sementes hibridas (NASCIMENTO & MELO, 2015). A
utilizacao de hibridos no mercado nacional ainda € recente e ocupa cerca de 20% da area
plantada, valores bem inferiores a paises como Estados Unidos e Japdo, onde estes valores
chegam a 81% e 73%, respectivamente (ALMEIDA, 2015).

As explicagdes estao relacionadas, principalmente a aspectos culturais e tecnoldgicos
de cultivo e ao fato que, sdo recentes os poucos programas especificos para a produgdo de
hibridos de cebola no Brasil. Dentre as razdes para esse menor interesse estdo o fato da
selecdo genética para se alcangar um novo hibrido de cebola comercial ser demorada, pode
chegar em até 20 anos entre as fases do primeiro cruzamento entre plantas, criagdo e
estabilizacdo da nova variedade, testes e desenvolvimento para o mercado. Outro ponto ¢ o
maior custo para produgdo de sementes hibridas, somente certos cruzamentos resultardo em
hibridos F; desejaveis. Desta forma um numero grande de pares de linhagens macho-estéreis e
mantenedoras precisa ser desenvolvido para um programa de melhoramento ter uma boa
chance de sucesso, 0 que acaba onerando o processo. No entanto algumas poucas empresas
privadas, visualizando um potencial mercado em expansdo, mantém programas nesse sentido
no pais.

Embora a utilizacdo de hibridos no mercado nacional ainda seja pequena

comparativamente a outros paises, sua procura tem aumentado nos ultimos anos (ALMEIDA,
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2015). Esta procura se da, principalmente em fun¢do da superioridade agronémica desses em
relacdo as cultivares de polinizacdo livre (MAY et al., 2007). Destacam-se a maior
produtividade, destaca-se também a uniformidade em relacdo a formato e tamanho dos
bulbos, coloragao e uniformidade de maturacao dos bulbos, além da resisténcia a doencas, que
sdo caracteristicas economicamente desejaveis em cebola.

A producdo de hibridos de cebola depende do desenvolvimento de linhagens
geneticamente puras. Esta pureza genética ¢ obtida aumentando o nivel de homozigoze das
linhas por meio de sucessivas autofecundagdes. No entanto como muitas espécies de
polinizagdo cruzada, a cebola sofre um forte processo de depressdo por endogamia quando
autofecundadas por varias geragdoes (BOHANEC, 2002). A depressao por endogamia reduz o
vigor da planta, o tamanho do bulbo e sua producdo de sementes. Pois a medida que a
homozigose aumenta existe uma maior probabilidade para as caracteristicas recessivas, muitas
das quais sdo deletérias comecarem a se manifestar, resultando em perda de vigor
(AYROLES et al. 2009). Por consequéncia pratica, tenta-se reduzir ao maximo o nimero de
ciclos de autofecundacdes durante o processo de obtengdo das linhagens, visando com isso
manter as linhas com relativo vigor para possibilitar a produ¢do de sementes hibridas de
cebola em escala comercial.

Outra causa da endogamia ¢ o desvio da panmixia devido a dindmica de acasalamento
dentro de subpopulagdes (CHARLESWORTH e CHARLESWORTH 1999). Estes desvios
podem surgir devido a certo grau de auto cruzamento ou acasalamento ndo aleatdrio entre
plantas aparentadas.

Pesquisas comparativas envolvendo linhas endogamicas de cebola, obtidas por
sucessivas autofecundagdes e populagdes sem autofecundagdo evidenciaram que as linhas
endogamicas apresentaram reducdo de até 36% na produgdo de bulbos, atraso em 12 dias na
maturidade, e aumento de 2% a 12% de bulbos perfilhados. Apds trés geracdes de
autofecundagdo, a sobrevivéncia das plantas caiu para 50% e o baixo vigor resultou em queda
de 30% na producdo de sementes das plantas sobreviventes (BREWSTER, 1994).

A obtencdo de linhas puras com satisfatorio nivel endogdmico para obtencdo de
hibridos comercialmente uniformes, ndo ¢ tarefa facil em espécies aldgamas como a cebola.
Alan et al. (2004), relatam que a quantidade de autopolinizagdes torna-se fator limitante a
obten¢do de linhas com adequado grau de uniformidade combinado com heterozigosidade
suficiente para manter seu potencial heterotico.

Tradicionalmente, o método de ‘pedigree’ (onde aplica-se sucessivas autofecundagdes

em nivel de individuos), ¢ o que garante uma rapida obtencdo de linhas endogamicas
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(GOODWLILLIE et al., 2005). Ainda assim devido a natureza bienal da cebola, a pratica de
selecdo para desenvolver linhagens endogamicas utilizando tal método leva de 10 a 12 anos
(BOHANEC, 2002).

Por outro lado cruzamentos endogamicos ou do acasalamento entre poucas plantas
(‘sibs’) sdo provaveis de ocorrer frequentemente em populagdes, devido ao pequeno tamanho
da populacdo local e/ou dispersdo limitada dos polinizadores (WRIGHT, 1969). Tal fato abre
perspectivas para formas alternativas de obtencdo de linhagens uniformes sem demasiada
depressao endogamica.

Pesquisas como as de Porcher et al. (2016); Devaux et. al. (2014) e Porcher & Lande
(2013) em trabalhos de evolu¢ao com diferentes espécies de plantas alégamas, mostraram que
o intercruzamento entre plantas promovem a diminui¢do da depressdo por endogamia em
populagdes naturais, mas que ¢ improvavel que isso por si s0, mantenha estaveis taxas de
autofecundagdo intermediarias. Os autores sugerem que fatores relacionados a ecologia da
polinizagdo, comportamento dos polinizadores e mecanismos genéticos da evolucdo da
depressdo por endogamia nas espécies, como explicagdes para a diminuicao de acasalamentos
endogdmicos e manutengdo de relativa taxa de autofecundacao nas populacdes naturais.

Trabalhos de pesquisa que avaliem a possivel influéncia do intercruzamento de poucas
plantas de cebola na perca de vigor por endogamia inexistem. Assim o presente estudo tem o
objetivo de elucidar se existe algum efeito de depressao por endogamia em linhas segregantes
de cebola, obtidas pela autofecundagao e pelo intercruzamento de duas e trés plantas. Para isto

uma ampla abordagem genética foi realizada.
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CAPITULO 1

HIPOTESES E REFERENCIAL TEORICO



2.1 Aspectos genéticos envolvidos no estudo

Os estudos dos parametros hereditarios, como o efeito endogamico sao de fundamental
importancia em um programa de melhoramento de cebola, pois proporcionam os
conhecimentos bdsicos relacionados a genética quantitativa, os quais permitem a
disponibilizagdo de materiais para serem utilizados pelo melhorista.

Em programas de melhoramento de plantas alégamas, como a cebola, ¢ essencial gerar
populagdes base que possam ser usadas como fonte de linhagens endogamicas para obtencao
de hibridos superiores (HALLAUER et al., 2010). Estas linhagens sdo obtidas apds cinco a
seis autofertilizagdes, sendo que, o fenotipo da linha endogamica (Soo) sera o resultado dos
efeitos médios (F1) e aditivos, uma vez que os desvios de dominancia serdo extintos durante
as autofertilizagcdes sucessivas. Logo a selecdo das melhores populacdes deve basear-se em
parametros genéticos relacionados ao comportamento das linhagens endogimicas quando
atingem a homozigose completa, principalmente com relagdo a efeitos aditivos estimados (p +
a), contribuicdo de locos heterozigéticos () e efeito endogdmico observado (KUKI et al.,
2017).

O cruzamento de genoétipos relacionados e aumento da homozigoze durante o processo
de obtengdo de linhagens promove o efeito endogdmico, uma redugdo na média fenotipica de
caracteres quantitativos ou queda de vigor decorrente do aumento da frequéncia de alelos
recessivos deletérios (HEDRICK & GARCIA-DORADO, 2016). Tal efeito pode limitar o
numero de linhagens promissoras a serem extraidas de determinada populag¢do, sendo um
indicativo do potencial destas para uso no programa de melhoramento.

E importante compreender a base genética desses efeitos. Existem duas formas
geneticamente distintas nas quais o aumento da homozigoze pode levar a queda de vigor nas
linhagens de cebola: devido a uma maior expressao de genes deletérios em muitos locos e, o
favorecimento do fendmeno de sobre domindncia em alguns locos promovendo uma
vantagem genética do heterozigoto, pois o fendtipo do heterozigoto se apresenta fora do
intervalo fenotipico de ambos os pais homozigoticos, podendo levar a um fendtipo superior
aos pais (CHARLESWORTH & WILLIS, 2009). Ainda segundo pesquisa de Fu e Donner
(2002) a depressao por endogamia pode ser explicada pelas inimeras delecdes/insergdes de
genes e de retrotransposons identificados em regides que, teoricamente deveriam ser
colineares no genoma da espécie.

Resultando de uma série de fatores, ¢ dificil quantificar tais contribuigdes genéticas no

efeito endogamico, uma vez que as mutagdes podem ocorrer em diversas regides do genoma,
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ou em um unico loco. O que algumas pesquisas propuseram foi testar se as mutagdes
deletérias observadas na prole de cruzamentos endogamicos controlados também ocorreriam
em populagdes naturais, com isso, entender-se-ia se as mutagdes explicariam a extensao
observada da depressao endogamica. Trabalhando com plantas de Mimulus guttatus coletadas
da natureza e examinando um grande niumero de progénies, Willis (1992) encontrou que 6,5%
das plantas de populacdes naturais eram heterozigotas portadoras de mutacdo deletéria
recessiva que conferia deficiéncia de clorofila. Resultados semelhantes foram encontrados em
populagdes de trigo por Ohnishi (1982). E quando realizou-se o estudo dos alelos, através do
cruzamento controlado dos heterozigotos, todos os alelos letais foram detectados novamente
em baixa frequéncia, no entanto, com maior expressao de fenotipos que apresentavam
deficiéncia de clorofila. Segundo Li (2001) os genes deletérios existem nas populagdes
naturais, na verdade o efeito endogadmico decorre do aumento do efeito epistatico entre esses
genes, um efeito multiplicativo.

No caso da cebola, em observagdes a campos experimentais em programa de
melhoramento, também foram constatados a expressao de alelos deletérios recessivos para
producdo de clorofila. Tais observagdes predominaram em estdgios mais iniciais do
desenvolvimento de linhagens e tornaram-se menos frequentes a medida que os genotipos iam
sendo avangados (FREITAS, 2017, informacao pessoal).

Em populagdes finitas o nimero, o modo de agdo e o tamanho do efeito destas novas
mutacgdes deletérias sdo determinantes para evolucdo adaptativa, que serd por sua vez
influenciada pela magnitude da deriva genética (FRANKHAM et al,. 2011). Alguns estudos
tem se dedicado a compreender a base genética do efeito endogdmico em cruzamentos que
ocorrem em populagdes naturais, como Oakley et al., (2015) em populagdes de Arabidopsis
thaliana e Frankham et al., (2016) avaliando os efeitos endogdmicas em cruzamentos de
populagdes em diferentes geracdes.

Ha relatos na literatura que o intercruzamento entre poucas plantas ocorrem de forma
natural, devido principalmente a pouca dispersdo dos graos de poélen, e promovem a
diminui¢do da depressdo por endogamia em nivel de populacio (PORCHER & LANDE,
2013; DEVAUX et al., 2014; PORCHER et al. 2016). Baseado no mesmo principio, ainda se
tratando de populagdes submetidos a sele¢do de individuos superiores, este estudo propds
avaliar possiveis efeitos de depressdo endogamica, a nivel fenotipico e molecular em
populacdes de cebola (Allium cepa L.) em diferentes estadgios de segregacdo genética,

oriundas da autofecundacdo e do intercruzamento entre duas e trés plantas.



Praticamente ndo ha estudos desta natureza envolvendo a cultura da cebola; este artigo
objetiva, portanto discutir a base genética do efeito endogamico levantar possiveis hipoteses
baseadas na literatura disponivel bem como nos resultados obtidos com o uso de SSR’s sobre
os efeitos que os intercruzamentos (sib’s) propostos neste estudo, podem afetar a depressao

endogamica.

2.2 Analise de escala e forma de realizacdo dos cruzamentos

A andlise de escala ou numero de plantas envolvidas no intercruzamento (“sib”) que a
principio proporcionaria uma reducdo no efeito endogidmico comparativamente as
autofertilizacdes e que, concomitantemente, melhoraria o nivel de homogeinidade fenotipica
das linhas, ¢ a primeira discussdo a ser feita. Neste trabalho foi proposto o intercruzamento
entre duas e trés plantas, por questdes operacionais e visto que nesta escala o estudo daria
subsidios e informagdes para pesquisas futuras no tema.

A premissa ¢ que as autofertilizacdes aceleram o processo de obteng¢do das linhagens,
devido a maior fixagdo inicial causadapelo aumento da homozigoze e devido a diminui¢ao do
fluxo de genes entre plantas. Entdo convém discutir quais as implicagdes dos
intercruzamentos entre duas e trés plantas, nas propriedades genéticas das linhagens obtidas a
partir das diferentes populagdes segregantes de cebola.

Sendo um sistema de acasalamento capaz de alterar a constituicdo genética das
progénies, a primeira implica¢do seria uma alteracdo no coeficiente de endogamia (F), dado
como a probabilidade de em qualquer loco haver pares de alelos idénticos por descendéncia
(HARTL & CLARK, 1997). O F do individuo ¢ dado pela metade do parentesco de seus pais,
que ¢ média de genes comuns entre eles, mais a metade do coeficiente de endogamia de cada
um dos pais caso estes sejam endogamicos.

Neste estudo os intercruzamentos nao foram controlados, uma vez que as plantas
foram isoladas no interior de gaiolas na ocasido do seu florescimento, sendo utilizadas moscas
domésticas para poliniza¢do. Essa ¢ a pratica comum dos programas de melhoramento de
cebola, visto que realizar cruzamentos manuais controlados seria invidvel comercialmente,
dado a producdo limitada de sementes por ovario polinizado.

Logo em uma gaiola onde havia duas ou trés plantas pode também ter ocorrido, em
menor escala, autofertilizagdo o que nos leva a ndo saber o tipo de acasalamento de fato,

podendo as sementes colhidas serem descendentes de meios-irmaos (MI), irmaos germanos
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(IG) ou de autofertiliza¢ao (S). Nao podendo com isso predizer as estimativas da varidncia
genética aditiva (sa?) e por fim a herdabilidade no sentido restrito, que refere-se a fracdo das
diferencas fenotipicas entre os pais que se espera recuperar através dos descendentes.

A abordagem do niimero de plantas envolvidas para obten¢ao das linhas endogamicas,
também d4a margem para discussdo neste estudo, se a utilizacdo de um nuimero maior de
plantas (mais de duas ou trés plantas), durante o processo de obtencdo das linhagens, nao
obrigaria mais uma geragao de cruzamentos para que ocorra a homeostase dos genes. Ainda
pode ser estudado, a partir de que geracdo devem-se iniciar os intercruzamentos para
promover diminui¢do no efeito endogamico, se em geragdes iniciais ou em geragcdes mais
avancadas. Tal hipotese ¢ formulada visto que foi constatado neste estudo(dados apresentados
no capitulo 1) notoria depressdo por endogamia para peso e producao de bulbos, independente
de as populagdes contarem ou ndo com algum nivel inicial de endogamia; enquanto que
atributos associados ao vigor de haste, somente sofreram efeito da depressdo quando ja existia
um moderado nivel de endogamia nas populagdes estudadas.

A andlise de intercruzamentos entre plantas em programas de melhoramento e seus

efeitos na depressao endogamica das linhagens ndo foram relatadas na literatura.

2.3 Fatores associados a depressao por endogamia

A dimensao do efeito endogamico varia de acordo com a espécie entre populacdes e
até mesmo entre individuos, sendo dificil de mensura-la, principalmente na natureza. A
gendmica estd revolucionando muitos aspectos da biologia evolutiva sendo de grande
importancia para compreensdo da depressdo por endogamia em espécies de interesse
econdmico como a cebola.

A extensao do efeito endogamico também depende da historia evolutiva da espécie, da
aptiddo do genétipo ao ambiente, capacidade de sobrevivéncia e sistema reprodutivo.
Segundo Yun & Agrawal (2014), avaliando efeitos do estresse abidtico e competi¢do na
depressdo por endogamia, concluiram que seus niveis podem aumentar em condigdes
desfavoraveis do ambiente. No caso da espécie Allium cepa L. o mecanismo da alogamia,
bem como o intenso processo de selecao a que foi submetida ao longo de sua domesticagao,
explica sua alta heterosigosidade nos diferentes locos génicos, o que leva a uma acentuada
depressdo por endogamia, quando submetidos ao acasalamento de individuos mais

aparentados e/ou autofecundagdes.
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Dada a alta heterozigosidade da cebola e a presenca de muitos alelos deletérios
recessivos (BREWSTER, 1994) o vigor da planta decresce acentuadamente a cada geragdo de
autofecundagdo (SILVA et al., 2015). Caracteristicas como sobrevivéncia destas, também sao
acentuadamente afetadas pela depressao por endogamia apds trés geracdes de autofecundagao
(JONES & EMSWELLER, 1936). Outras caracteristicas de interesse agronOmico para
producdo de sementes também sofrem os efeitos da depressdo por endogamia e decrescem
seus valores médios (SILVA et al., 2015), como ¢ o caso da altura de planta, espessura e
numero de hastes florais, bem como do tamanho de umbela e do nimero de flores por umbela.

No caso de programas de melhoramento, uma das principais formas de minimizar os
efeitos da endogamia é conhecer a genealogia dos cruzamentos, mensurando em nivel de
individuo a perca de vigor e selecionado as melhores linhas endogamicas para gerarem a
proxima geracdo. Além disso a literatura recente aponta duas outras formas de reducdo da
depressao endogamica em plantas purga de mutagdes deletérias recessivas e resgate genético.

A purificacdo da depressdo por endogamia, ou seja, redu¢do da frequéncia de alelos
deletérios que levam a perca de vigor podem ocorrer naturalmente, ou ser induzida através de
planejamento dos cruzamentos pelo melhorista (CARA, et al. 2013). Naturalmente, ocorre
quando a endogamia aumenta a frequéncia de homozigotos, sendo os efeitos recessivos
expostos a selecdo de forma induzida através da redugdo no tamanho efetivo da populacao, e
cruzamentos direcionados, uma vez que a carga de endogamia vai cair mais rapidamente (e a
taxa de fixacdo para os alelos deletérios sera menor) do que o esperado apenas pela deriva
genética (HEDRICK, et al. 2016). O intercruzamento de poucas plantas, como foi proposto
neste estudo pode ser considerado uma forma de purging; assim, realizar cruzamentos
direcionados como proposto de forma a garantir que ndo ocorra autofecundagdo, que ¢ a
forma mais drastica de endogamia, demonstra-se como uma técnica interessante nos
programas de melhoramento de cebola.

A eficicia da purga genética ¢ de dificil mensuracdo e depende do nivel endogamico
entre os individuos na populacao. Basicamente todos os estudos envolvem aspectos genéticos
evolutivos da purga (GARCIA-DORADO, et. al. 2012), logo se deve avaliar a aplicabilidade
deste conceito em programas de melhoramento.

Outra forma de diminuir o efeito endogamico seria através do resgate genético, que se
da aumentando a variabilidade genética através da introducao de gendtipos divergentes, o que
vem sendo estudado até o momento somente em animais. No caso da cebola, um estudo da

divergéncia genética dos acessos em uso corrente no programa vem sendo preparado para
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depois disto, também adotar a estratégia da inclusdo de gendtipos divergentes para que haja
tal resgate genético e consequente reducdo no impacto da depressao por endogamia.

Algumas pesquisas como a de Souto et. al., (2002) demonstraram a relacdo da
distancia entre plantas e formato de pdlen com a intensidade da depressdo endogamica na
populagdo, enquanto Frankham et. al., (2016) utilizando meta anélise avaliaram a perca de
vigor entre diferentes geracdes Fi, F2 e F3 em varias espécies, concluindo que os efeitos sdao
proporcionais a cada geragao e que os beneficios da heterose persistem em cruzamentos além

da geragdo Fi.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO FENOTIPICA E MOLECULAR EM POPULACOES
SEGREGANTES DE CEBOLA OBTIDAS DE DIFERENTES FORMAS DE
CONDUCAO DAS GERACOES
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3 PHENOTYPIC AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF ONION’S
SEGREGATING POPULATIONS OBTAINED FROM DIFFERENT FORMS OF
CONDUCT OF GENERATIONS

3.1. Abstract

It is known that intercrossing between plants promotes the reduction of depression by
inbreeding in natural populations. Based on the same principle, although the populations
selected for superior selection, this work has the objective of evaluating, at the phenotypic and
molecular level, populations of onion at different stages of genetic segregation. It is proposed
to study possible depressive effects in populations from self-fertilization, compared to those
originating from the intercrossing between two and three plants. For this, eleven different
populations and three ways of conducting these populations were used (intercrossing of three
plants, intercrossing of two plants and self-fertilization of one plant). Agronomic and seed
production characteristics were evaluated in two consecutive years (2014 and 2015), and at
the end, orthogonal contrasts of interest were used to verify possible differences between the
methods of conduction. For the identification of possible heterotrophic groups in the DNA of
these populations, RAPD molecular markers were used. Plant vigor underwent inbreeding
depression in early generations with greater heterozygosity; as well as the contrast between
self-fertilized individuals compared to those resulting from the cross-breeding of two or three
plants was more pronounced in the populations with lower endogamic level. Genetic
similarity was observed between individual self-fertilization modalities and two- and three-

plant intercrossing.

Keywords: intercrossing, genetic segregation, cross-breeding, endogamic level.
3.2. Introduc¢ao

A cebola ¢ a terceira hortaliga em importancia econdmica no mundo e a terceira mais
produzida no Brasil. Em 2016 a safra brasileira de cebola foi de 1,6 milhdes de toneladas em
56,2 mil hectares plantados, resultando em uma produtividade média de 28,5 t ha’
(AGRIANUAL, 2017). Deste volume, estima-se que cerca de 40% seja de cebolas hibridas,
com expectativa de crescimento nos proximos anos, uma vez que em paises como o Brasil, a
utilizacao de hibridos ainda ¢ recente e ocupa cerca de 20% da area plantada, valores bem
inferiores a paises como EUA e Japao, onde estes valores chegam a 81% e 73%,

respectivamente (ALMEIDA, 2015). Diante desse potencial mercado em expansdo, se
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iniciaram diversos programas de melhoramento de cebola no Brasil com objetivo de produzir
hibridos.

Programas de melhoramento de cebola visando a obtencao de hibridos sdo de longo
prazo. Tradicionalmente se necessita cerca de 20 anos para obter um hibrido desejavel.
Durante o desenvolvimento das linhagens parentais o método de ‘pedigree’ ¢ o mais
empregado, pois dele obtém-se o mais alto grau de homozigosidade a cada autofecundagdo do
individuo superior selecionado. Nao obstante os efeitos da depressdo por endogamia também
sao acentuados (BREWSTER, 1994; AYROLES et al. 2009).

A depressao propriamente dita, ¢ uma diminui¢do no valor da expressdo de caracteres
quantitativos em decorréncia do aumento da homozigose causada pela endogamia,
(MIRANDA, 2001), o que acarreta na obtencdo de linhagens endogamicas, que apresentam
menor vigor de plantas, menor tamanho de bulbo e menor producdo de sementes.

Devido ao longo periodo de tempo para o desenvolvimento de linhagens parentais, é
comum o uso predominante de sucessivas autofecundagdes, na tentativa de ndo retardar o
longo prazo para obtencdo dos parentais dos hibridos.

Como a maioria dos caracteres de interesse agrondmico em cebola sdo poligénicos o
tradicional método de pedigree, realizado por sucessivas autofecundagdes de uma planta,
contribui sobremaneira para queda de vigor das linhagens por favorecer a maior expressao de
genes deletérios ao carater.

Comparativamente a obtengdo de cultivares de polinizagdo aberta onde resguarda-se
satisfatoria heterozigosidade das populacdes, a obtengdo de linhagens de cebola com
satisfatoria uniformidade restringe acentuadamente a heterozigosidade. Desta forma o
emprego de métodos alternativos que garanta uma boa uniformidade genética, sem elevado
efeito da depressio por endogamia, pode por exemplo, minimizar a dificuldade na
manuten¢do e produgdo de sementes dos parentais e seus respectivos hibridos e, sobretudo dar
viabilidade econdmica ao hibrido desenvolvido.

E sabido que o intercruzamento entre plantas promovem a diminui¢do da depressdo
por endogamia em populagdes naturais (PORCHER & LANDE, 2013; DEVAUX et al., 2014;
PORCHER et al. 2016). Baseado no mesmo principio, ainda se tratando de populagdes
submetidos a selecao de individuos superiores, este trabalho tem o objetivo de avaliar a nivel
fenotipico e molecular, populacdes de cebola em diferentes estagios de segregacao genética.
Propde-se estudar possiveis efeitos depressivos em populacdes oriundas da autofecundacao,

comparativamente as oriundas do intercruzamento entre duas e trés plantas.
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3.3. Material e métodos

Local do estudo

Os experimentos foram realizados na estacdo experimental da Bayer Vegetable Seeds,
em Uberlandia-MG, onde foram avaliados em dois anos consecutivos (2014 e 2015), varias
caracteristicas agronomicas ¢ de producdo de sementes de cebola. As analises moleculares
foram realizadas no Laboratorio de Analise de Sementes e Recursos Genéticos (LAGEN) da

Universidade Federal de Uberlandia, campus de Monte Carmelo-MG.

Origem e obtengdo das populagoes de cebola deste estudo

As populacdes de cebola do presente estudo pertencem ao programa de melhoramento
de cebola da Bayer Vegetable Seeds no Brasil e estdo apresentadas no Quadro 1.

As populacdes de 1 a 12 foram obtidas a partir de geracdes que ja possuiam um
moderado nivel de endogamia. As populacdes de 1 a 3 originaram-se da autofecundagdo de
uma planta F»>S> de background “GR x GR” (pop. 1), bem como do intercruzamento de duas e
trés plantas F»S> deste mesmo background (pop. 2 e 3 respectivamente).

As populacdes de 4 a 6 foram obtidas da autofecundacdo de uma planta S3 de
background “IP” (pop. 4), bem como do intercruzamento de duas e trés plantas S3, deste
mesmo background (pop. 5 e 6, respectivamente).

Ja as populacdes de 7 a 12 foram provenientes da autofecundagdo de uma planta F»S;
de backgrounds “IP-2 x 1P-3” e “IP-3 x IP-2” (pop. 7 e 10, respectivamente), assim como do
intercruzamento de duas e trés plantas dos mesmos backgrounds “IP-2 x IP-3” (pop. 8 e 9,
respectivamente) e “IP-3 x [P-2” (pop. 11 e 12, respectivamente). Todas estas populagdes (1 a
12) foram obtidas entre individuos aparentados o que as caracteriza com moderado nivel
endogamico.

De modo semelhante as populagdes de 13 a 33 (Quadro 1), colocadas como baixo
nivel de endogamia, foram obtidas em outros sete diferentes backgrounds, como se segue:
plantas individuais de populagdes F> foram submetidas a uma autofecundagado (pop. 13, 16,
19, 22, 25, 28 e 31), bem como pelo intercruzamento de duas (pop. 14, 17, 20, 23, 26, 29 e
32) e trés plantas (pop. 15, 18, 21, 24, 27, 30 e 33) destes referidos backgrounds.

Na pratica, seis bulbos foram amostrados em cada grupo de backgrounds. Um bulbo

foi autofecundado recebendo a codificacdo Aji, dois e trés outros bulbos foram intercruzados
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entre si, recebendo as codificacdes B> e Cs, respectivamente. Apos o plantio dos bulbos e
posterior brotamento as plantas foram isoladas no interior de gaiolas no momento do seu
florescimento, sendo utilizadas moscas domésticas (Musca domestica) para polinizagdo e
producao das sementes nas geragdes aqui estudadas. Esta etapa ocorreu nos anos de 2012 e
2013.

Apo6s esta etapa, em 2014, as sementes foram semeadas e posteriormente
transplantadas se estabelecendo o primeiro campo de producao de onde foram realizadas as
avaliagcdes agrondmicas descritas abaixo. Realizada a colheita, os bulbos foram armazenados
em camara fria para serem vernalizados e foram plantados em 2015 para estabelecerem o
segundo campo de producdo de onde foram coletadas as amostras para realizagdo das analises

moleculares e avaliagdes de producao de sementes.

Instalagdo dos experimentos e avaliagoes agronéomicas

O semeio para implantacdo do primeiro campo (fase semente ao bulbo) ocorreu no dia
19 de margo de 2014 e o transplante no dia 27 de abril do mesmo ano. Os canteiros foram
preparados e adubados de acordo com as recomendagdes para a cultura da cebola na estacao
da Bayer em Uberlandia/MG. Os tratamentos constituiram-se das diferentes formas de
obtencdo das populagdes (autofecundacdo de uma planta [A1], intercruzamento de duas [Bz] e
trés plantas [C3]) em 11 diferentes backgrounds genéticos agrupados de acordo com o nivel

médio de endogamia (moderado e baixo) (Quadrol).

19



Quadro 1: Populagdes de cebola em diferentes geracdes genéticas, suas respectivas

codificacdes, “backgrounds” e indicativo do nivel médio de endogamia, Uberlandia, 2016.

Populacoes* Codificacio Background Nivel médio de endogamia

1 F2S3 Ay GRxGR

2 F»S,SIB2plantas B GRxGR

3 F>S>SIB3plantas Cs GRxGR

4 Sy Al IP-1

5 S3SIB2plantas B> IP-1

6 S;SIB3plantas Cs IP-1 Moderado
7 F2S Ay IP-2x1P-3
8 F»S1SIB2plantas B2 [P-2x1P-3
9  F»2S:SIB3plantas Cs IP-2xIP-3
10 F2S, Al IP-3xIP-2
11 F,S;SIB2plantas By IP-3xIP-2
12 F,S;SIB3plantas Cs IP-3xIP-2
13 F2S1 Ay BUC

14 F>SIB2plantas B2 BUC

15 F>SIB3plantas Cs BUC

16 F2S: Al GRxIP-1
17 F>SIB2plantas By GRxIP-1
18 F>S1B3plantas Cs GRxIP-1
19 F2S, Ay GRxBOT-1
20 F>SIB2plantas B> GRxBOT-1
21 F»SIB3plantas Cs GRxBOT-1
22 F2Sy A GRxBOT-2 Baixo
23 F>S1B2plantas By GRxBOT-2
24 F>S1B3plantas G GRxBOT-2
25 F2S Ay GRxBOT-3
26 F>S1B2plantas B GRxBOT-3
27 F>S1B3plantas G GRxBOT-3
28 F2S: Al GRxBOT-4
29 F>S1B2plantas By GRxBOT-+4
30 F>S1B3plantas G GRxBOT-+4
31 F2S; A CRxBOT-1
32 F>S1B2plantas B CRxBOT-1
33 F>SIB3plantas Cs CRxBOT-1

* S/ indica o nimero de autofecundagdes realizadas

O delineamento foi em blocos casualizados com trés repeticdes. Cada parcela foi
constituida de um canteiro de um metro de comprimento por 0,9 metros de largura com cinco
linhas espacadas 0,20 metros e plantas espagadas em 5 cm, totalizando 100 plantas por
parcela. As avaliagdes foram feitas em nivel de parcela e para as caracteristicas nao
mensuradas adotou-se a escala de notas de 1 a 9 onde 1 representa pior valor do carater e 9

melhor valor do carater.
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Vigor das plantas: foram atribuidas notas (1-9) para vigor de planta aos 90 ¢ 120 DAS
(dias apos a semeadura), observando-se o didmetro da folha, altura de planta e nimero de
folhas;

Altura de planta: Aos 150 DAS foi realizada uma avaliagcdo métrica, utilizando régua
graduada, amostrando-se a medida de trés plantas no centro da parcela, dando a média em
centimetros;

Didmetro de ‘pescogo’: foi atribuida nota (1-9) para didmetro do ‘pescogo’, sendo 1:
grosso, 9: fino; Arquitetura de planta: foi atribuida nota (1-9), sendo 1: prostada, 9: ereta;
Ciclo: Em dias, do semeio ao ponto de ‘top-down’ (mais de 50% das plantas tombadas ou em
ponto de estalo); Severidade de Botrytis squamosa: foi atribuida nota de acordo com a
severidade do patdgeno na parcela, sendo 1: menor severidade, 9: maior severidade.

Ap6s a colheita dos bulbos foram realizadas a seguintes avaliagdes de bulbo:

Cor de pele: Nota (1-9), sendo maior a nota para bulbos com a pele de cor marrom
escuro;

Firmeza: Nota (1-9), obtida pela pressdo do dedo polegar no bulbo, sendo as maiores
notas para bulbos com maior firmeza;

Peso médio de bulbos: ap6s contagem e pesagem de todos os bulbos colhidos na
parcela, obteve-se o peso médio por bulbo pela fracdo Peso Total/N° de bulbos na parcela,
dado em gramas;

Bulbos globulares: Os bulbos colhidos em cada parcela foram classificados em dois
grupos de formato de acordo com classificacdo da CEAGESP (2001), sendo o grupo 1: bulbos
globulares e o grupo 2: bulbos achatados, obteve-se assim a porcentagem de bulbos
globulares em cada parcela;

Bulbos comerciais: Os bulbos colhidos em cada parcela foram classificados de acordo
com seu calibre em cinco classes (Classe I, Classe II, Classe III, Classe IV e Classe V). A
classificagdo dos bulbos foi realizada segundo as normas do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 1995) baseada no diametro transversal em: Classe I
(bulbos com didmetro de 15 a 35 mm); Classe II (bulbos com didmetro entre 35 ¢ 50 mm);
Classe III (bulbos com diametro entre 50 ¢ 75 mm); Classe IV (bulbos com diametro entre 75
e 90 mm); Classe V (bulbos com didmetro maior que 90 mm). Posteriormente foi calculado a
porcentagem de bulbos comercializaveis, pertencentes as classes I, Il e IV;

Producgdo total: A partir da pesagem dos bulbos em cada parcela, a mesma foi

corrigida para o estande final e expressa em kg parcela™.
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Ap6s as avaliacdes dos bulbos, estes foram armazenados e vernalizados por cerca de
trés meses até o plantio do campo para avaliacdo dos caracteres relacionados a producgdo de
sementes. O transplante dos bulbos para formacgdo deste segundo campo (fase bulbo a
semente) se deu no dia 30/04/2015.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas relacionadas a produ¢do de sementes:

Aspecto geral da planta: foram atribuidas notas (1-9) para aspecto geral aos 30, 60 e
90 DAT (dias apos o transplante), observando-se o nimero, o didmetro e a altura da haste,
bem como tamanho da umbela, de forma geral na parcela, sendo que, quanto maior o valor
destes atributos maior a nota;

Vigor da haste: nota (1-9), sendo 1: baixo vigor e 9: alto vigor; Vigor da umbela: nota
(1-9), sendo 1: baixo vigor e 9: alto vigor;

Numero de umbelas: nimero total de umbelas por parcela momentos antes da colheita
das sementes;

Uniformidade de florescimento: foi considerado semanalmente o nimero de umbelas
com flores abertas em cada parcela e atribuido notas de 1 a 9, sendo 1: menor uniformidade e
9: maior uniformidade;

Pegamento de frutos: nota (1-9), sendo 1: baixo pegamento e 9: alto pegamento;

Resisténcia a Alternaria: foi atribuida nota de acordo com a severidade do patdogeno
Alternaria porri na parcela, sendo 1: menor severidade, 9: maior severidade;

Massa de sementes por umbela: massa média (em gramas) de sementes por umbela na
parcela.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e contrastes ortogonais de
interesse foram realizados pelo teste de Scheffé, para verificar possiveis diferengas entre os
métodos de obtencdo das populagdes em trés diferentes estados de segregacdo: envolvendo
todos os backgrounds, envolvendo somente aqueles com baixo nivel de endogamia e outro
grupo envolvendo aqueles com moderado nivel endogamico. Os dados foram analisados com
auxilio do aplicativo estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000), com o = 0,05 como valor de

significancia.

Extrac¢do de DNA e avaliagoes moleculares

Para as andlises moleculares foram utilizados doze linhagens endogamicas
(Populagdes 1 a 12 do Quadro 1), sendo utilizadas trés plantas por tratamento, totalizando 36

amostras. Estes 12 tratamentos para as avaliagdes moleculares foram derivados dos
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backgrounds (GRxGR, IP-1, IP-2xIP-3 e seu reciproco), em diferentes estados de segregagao
genética da populacdo (A1, B2 e C3), considerando com isso que seriam representativos dos
demais tratamentos e possibilitariam atingir os objetivos de comparar as diferentes geracoes
genéticas em baixo ¢ moderado grau endogamico, além de observar a ocorréncia ou nao de
divergéncia genética entre as amostras utilizando marcadores RAPD.

O transplantio dos bulbos foi realizado no dia 30/04/2015 e apos cerca de 20 dias
realizado um ‘bulk’ de folhas das trés amostras coletadas em cada uma das trés plantas (folhas
jovens obtidas de brotagdes iniciais dos bulbos) de cada um dos doze tratamentos/populagoes.
Posteriormente as trés amostras de DNA pertencentes as mesmas populagdes/geragdes foram
reunidas, o que resultou em 12 amostras de trabalho. O tecido colhido foi congelado em
nitrogénio liquido e liofilizado. A extragdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo
de Ferreira e Grattapaglia (1996), com modificagdes.

De cada ‘bulk’ de cada um dos 12 tratamentos/populagdes foi obtido 300 mg de tecido
macerado os quais foram transferidos para tubos de 2,0 mL e adicionados 700 pL de tampao
CTAB (NaCl 1,4M; Tris HCI pH 8,0 100 mM; EDTA 20 mM; CTAB 2%; B-Mercaptoetanol
0,2% e agua Milli-Q) pré-aquecido a aproximadamente 65 °C. O material foi incubado em
banho-maria a essa temperatura, por uma hora, agitando-se a cada 10 minutos. Ao
homogeneizado foram adicionados 600 pL decloroférmio:alcoolisoamilico (24:1) sob
agitacdo manual por cinco minutos; em seguida, o homogeneizado foi centrifugado por dez
minutos a 5.220 x. A fase aquosa (sobrenadante) foi transferida para novos tubos de 2,0 mL
previamente identificados. Nesta solucdo foram adicionados 400 pL de isopropanol
previamente resfriado a -20 °C, misturando-se suavemente por inversao dos tubos por cerca
de 5 minutos. As amostras foram entdo submetidas a temperatura de -20 °C por 30 minutos
para formagao do sedimentado.

Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 11.750 x g e
descartado o sobrenadante. O precipitado foi lavado duas vezes com 1,0 mL de etanol 70%,
por cinco minutos € uma vez com etanol P.A. por trés minutos. Para secagem, os tubos
contendo o precipitado foram mantidos em camara de fluxo laminar. O DNA extraido foi
ressuspendido em 150 puL de 4gua.

A qualidade das amostras de DNA foram visualizadas em gel de agarose (1%) em
tampdo TBE 1X (Tris base 1M, Acido Bérico ¢ EDTA 500 mM), corado com corante
fluorescente para DNA Blue Green LoadingDye I (LGC Biotecnologia) na concentragdo 1:10)
submetido a luz ultravioleta em fotodocumentador L-PIX (Loccus Biotecnologia) para

visualizagdo e as imagens capturadas para posterior analise.
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A quantidade de DNA extraido foi determinada por meio de leitura em
espectrofotometro UV — VIS 5100 a 260 nm e posteriormente padronizado sua concentragao
para 10ng/ul.

As reagdes de amplificagdo foram realizadas em um volume final de 10 pL e contendo
o0s reagentes nas seguintes concentragdes: 25 Mmol/L de MgClz; 10 uM dATP, dCTP, dGTP
e dTTP; 10 uM de primer; 20 ng de DNA gendmico; 1 unidade de Taq DNA polimerase e
tampao de PCR 10x. As amostras foram testadas contra 13 diferentes primers (OPA14,
OPA1S5, OPAl6, OPA17, OPB11, OPB20, OPC08, OPC09, OPC11, OPC13, ODPO03,
OPE10, OPF19), pertencentes aos Kits da Operon Technologies, descritos na Tabela 7.

As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador (TION96GL) nas seguintes
condi¢des: 95 °C por 1 minuto, seguido de 40 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 36 °C e 2
minutos a 72 °C, e uma etapa final para extensdo de 7 minutos a 72 °C.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose (1,5%) em tampao
TBE 1X (Tris base 1M, Acido Bérico e EDTA 500mM), corado com corante fluorescente
para DNA Blue Green LoadingDye I (LGC Biotecnologia)na concentra¢do 1:10. Para estimar
o tamanho dos fragmentos foi utilizado marcador de 100 pares de base DNA Ladder. Os géis
foram submetidos a luz ultravioleta em fotodocumentador L-PIX (Loccus Biotecnologia) para

visualizacdo e as imagens capturadas para posterior analise.

3.4. Resultados e discussao

Para facilitar a redagdo e o entendimento dos resultados apresentados, as trés
populagdes efetivamente testadas foram codificadas como segue: Aj- populagdes de
autofecundacao individual (F2S3, S4, F2S2 e F2S1); Bo-populagdes do intercruzamento de duas
plantas “SIB2” (F2S2SIB2 pl., S3SIB2pl., F2S:SIB2pl. e F»SIB2pl.); Cs- populagdes do
intercruzamento de trés plantas “SIB3” (F2S>SIB3 pl., S3SIB3pl., F2S1SIB3pl. e F2SIB3pl.)
(Quadrol).

De posse dos dados métricos ou de notas das avaliagdes procedeu-se os contrastes de
trés maneiras: 1- incluindo os dados apenas das populagdes com moderado nivel de
endogamia (populacdes de 1 a 12, Quadro 1); 2- das populagcdes com baixo nivel de
endogamia (13 a 33) e 3- das populagdes com niveis moderado e baixo de endogamia (1 a

33). Assim sendo os contrates propostos foram: |A1 x Ba|, |A1 x C3|, [B2 x C3| e |A1 x B2+ C3|.
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Contrastes envolvendo popula¢des com moderado nivel de endogamia

As caracteristicas vigor de planta, aos 90 e aos 120 dias apos o semeio, ndo sofreram
nenhuma influéncia quando a populagao veio de autofecundagado individual, comparada com o
intercruzamento de duas e/ou trés plantas (Tabela 1). Igualmente a altura de planta de cebola,
também nao foi alterada significativamente quando plantas individuais foram autofecundadas,
comparativamente aos intercruzamentos de duas e/ou trés plantas.

Quando realizado o contraste |B> x Cs|, onde duas e trés plantas foram intercruzadas
separadamente, constatou-se um efeito de maior didmetro de “pescoco” na populaciao advinda
do intercruzamento de trés plantas, relativamente a de duas plantas. Este resultado pode ser
explicado pelo maior nivel de heterozigosidade da populacao de trés plantas em relagdo a de
duas plantas (Tabela 1).

Para as caracteristicas arquitetura de planta, ciclo, severidade de Botrytis, cor de pele,
firmeza de bulbos e porcentagem de bulbos comerciais ndo foram constatados qualquer efeito
significativo de endogamia entre as populagdes oriundas da autofecundacdo individual,
comparado com as populagdes de duas e/ou trés plantas intercruzadas (Tabela 1).

Por outro lado, as caracteristicas peso médio de bulbo, porcentagem de bulbos
globulares e producdo de bulbos totais por parcela, apresentaram de um modo geral,
diferencas significativas para os contrastes entre plantas individuais e plantas intercruzadas
(Tabela 1). Os valores negativos para estes contrastes indicam maior vigor (ou menor
depressao) para as populacdes que utilizaram 2 e/ou 3 plantas, comparativamente a

autofecundada.
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Tabela 1: Valores de contrastes envolvendo 12 populagdes com moderado nivel endogamico,

para caracteristicas de plantas e bulbos de cebola. Uberlandia, 2018.

Populagdes contrastadas

Caracteristicas
|A1 x Ba| |A1 x C3 B2 x C3] |A1 x B2+ G
Estimativas e significancias dos contrastes

1. Vigor aos 90dias' 0,50 0,50 0,02 0,50
2. Vigor aos 120dias' 0,50 0,17 -0,33 0,33
3. Altura de planta (cm) -1,33 2,17 -0,83 -1,75
4. Diametro Pescogo' 0,17 -0,33 -0,50* -0,08
5. Arquitetura de planta' 0,50 0,50 0,04 0,50
6. Ciclo (dias) -6,00 1,50 7,50 -2,25
7. Severidade Botrytis' 0,33 0,01 -0,33 0,17
8. Cor de pele! -0,67 -1,00 -0,33 -0,83
9. Firmeza' 0,02 0,01 0,03 0,02
10. Peso médio de bulbo (g) -7,33 -17,83* -10,50* -12,58*
11. Bulbos globulares (%o) -17,70% -31,26* -13,56* -24,48*
12. Bulbos comerciais (%) -9,81 -10,41 -0,60 -10,11
13. Produgao (kg/parcela) -0,52 -1,29* -0,78 -0,90*

Valores médios provenientes de avaliagdo com escala de nota de 1 a 9, respectivamente, 1 menores e/ou piores valores; 9

maiores e/ou melhores valores *Estimativa do contraste significativo pelo teste de Scheffé ao nivel de 5% de probabilidade.

Tratando-se do grupo das populacdes que foram obtidas em geracdes com um
moderado nivel de endogamia, contrastes significativos quando utilizado uma planta
autofecundada comparativamente a duas e/ou trés plantas intercruzadas, evidenciam que
efeitos endogamico depressivos para estas caracteristicas em cebola, ndo ocorrem somente em
geragdes iniciais como se poderia esperar. Pelo que se observa, a medida que aumentamos o
nimero de plantas no intercruzamento, tende a haver um aumento no valor do carater, que
pode ser explicado pela maior heterozigosidade na populacao.

As caracteristicas aspecto geral das hastes aos 30, 60 e 90 dias, em alguns casos
sofreram efeitos significativos quando mais plantas foram intercruzadas em comparacdo a de
autofecundacgdo (Tabela 2). Foram significativos as diferencas a mais nos valores das notas
quando os contrastes envolvidos foram [B> x Cs| (aspecto geral das hastes aos 60 dias) e |A; x
Bo+ C3] (aos 30, 60 e 90 dias, além do vigor de haste). O sentido, no entanto (contrastes
positivos), foi em favor das populacdes advindas de autofecundacao. O fato de tratarem-se de

contrastes realizados com populagdes que ja possuiam um moderado grau de endogamia
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podem ter favorecido esta situacdo. Exceto um contraste (|B2 x Cs| = -0,58), demonstrou que
utilizar mais plantas no intercruzamento, o aspecto geral da haste seria melhor. Ao que parece,
a depressdo por endogamia para estas trés caracteristicas nao fica fortemente evidenciada
tratando-se de populacdes que ja possuem certo (moderado) nivel de endogamia.

A caracteristica vigor de haste também parece nao sofrer tanto com efeito adicional de
endogamia (mais uma gera¢do de autofecundacdo) quando ja esta presente moderada
endogamia (contrastes: [A1 X B2| = 0,75 e |A1 x B2 + C3| = 0,54 (Tabela 4).

Para a caracteristica uniformidade de florescimento, constatou-se menor uniformidade
quando intercruzaram-se trés plantas em comparagdo a duas (|B2 x C3| = -0,58). Para as
demais caracteristicas relacionadas a producdo de sementes ndo foram constadas diferengas

significativas entre os contrastes (Tabela 2).

Tabela 2: Valores de contrastes envolvendo 12 populagdes com moderado nivel endogamico,

para caracteristicas relacionadas a producao de sementes. Uberlandia, 2018.

Populagdes contrastadas

Caracteristicas
|A1 x By |A1 x C3 |B2 x C3 |A1 x B2+ G
Estimativas e significancias dos contrastes
1. Asp. Geral hastes aos 30dias' 0,67* 0,33 -0,33 0,50*
2. Asp. Geral hastes aos 60dias’ 0,83%* 0,25 -0,58%* 0,54*
3. Asp. Geral hastes aos 90dias' 0,58%* 0,25 -0,33 0,42
4. Vigor de Haste' 0,75% 0,33 -0,42 0,54*
5. Vigor de Umbela! 0,17 0,08 -0,08 0,13
6. N° de Umbelas 0,67 -1,83 -2,50 -0,58
7. Uniformidade Florescimento' 0,25 -0,33 -0,58%* -0,04
8. Pegamento de sementes' -0,17 0,08 0,25 -0,04
9. Resisténcia a Alternaria' -0,03 0,02 0,05 -0,01
10. Prod. sementes (g parcela™) -0,04 -1,12 -1,16 -0,62

Valores médios provenientes de avaliagdo com escala de nota de 1 a 9, respectivamente, 1 menores e/ou piores valores; 9

maiores e/ou melhores valores *Estimativa do contraste significativo pelo teste de Scheffé ao nivel de 5% de probabilidade.

Contrastes envolvendo popula¢des com baixo nivel de endogamia

Quando os contrates foram efetuados considerando as populagdes com menor nivel de
endogamia (Tabela 3), constatou-se um efeito significativo para vigor de plantas aos 90 dias

apos semeio. Tal efeito (devido ao sinal ser negativo) ¢ no sentido de maior vigor quando
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duas plantas foram intercruzadas em comparagdo a proveniente de uma autofecundagao.
Diferentemente ao verificado nos contrastes quando as populagdes ja possuiam um moderado
nivel de endogamia, neste caso, o menor nivel de endogamia das populacdes pode ter
contribuido para realgar tal diferenca entre individuos autofecundados comparativamente aos
advindos do intercruzamento de duas plantas. Ou seja, populagdes em geragdes iniciais estio
mais sujeitas a perca de vigor pela depressdo por endogamia do que aquelas que sofreram
mais autofecundagdes.

Quando se observa os contrastes envolvendo somente gendtipos com baixo grau
endogadmico, a tendéncia relatada nas caracteristicas de plantas e bulbos se repete com claro
aumento das diferencas entre as diferentes geragdes em relagdo aos contrastes envolvendo
todos os materiais em diferentes estados de segregacdo. O intercruzamento de duas plantas
promoveu incrementos significativos em varias caracteristicas relacionadas ao vigor de planta
e umbela apds o transplantio, como aspecto geral aos 30, 60 ¢ 90 DAT, vigor de haste e de
umbela o mesmo ndo ocorreu quando se utilizaram trés plantas (Tabela 3).

Outra caracteristica que aqui mostrou diferenca significativa pelo contraste (JA x C3| =
8,67) foi o ciclo de cultivo. Neste caso, o efeito da endogamia foi no sentido de retardar o
ciclo em 8,67 dias das plantas oriundas de autofecundac¢do individual |Ai| em relagdo as do
intercruzamento de trés plantas |C3| (Tabela 3). De fato, isto € comumente observado em
varias outras situagdes onde se produz bulbos para realizar retrocruzamentos em que na
primeira geragdo (Fi), com alta heterosigosidade, constata-se maior precocidade para
producdo de bulbos em comparacdo ao parental recorrente (linha com menor
heterosigosidade).

Semelhantemente ao que ocorreu nos contrastes entre populagdes com moderado nivel
de endogamia, verificou-se significativa diferenca nos contrastes para peso médio de bulbo,
bulbos globulares e produgdo de bulbos por parcela entre as populagdes com baixo nivel de
endogamia (Tabelas 1 e 3). Na tabela 3 de um modo geral, constata-se que a medida que
aumentamos o numero de plantas intercruzadas, pronuncia-se um efeito de maior peso médio
de bulbo, porcentagem de bulbos globulares e producdo por parcela, podendo ser explicado
tal resultado, novamente pelo maior nivel de heterozigosidade quando utiliza-se mais plantas.

As demais caracteristicas mencionadas na tabela 3 ndo apresentaram contrastes significativos.
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Tabela 3: Valores de contrastes envolvendo 21 populagdes com baixo nivel endogamico para

caracteristicas de plantas e bulbos de cebola. Uberlandia, 2018.

Populagdes contrastadas

Caracteristicas
|A1 x Ba| |A1 x C3 B2 x C3] |A1 x B2+ G
Estimativas e significancias dos contrastes
1. Vigor aos 90dias' -0,38* -0,05 0,33 -0,21
2. Vigor aos 120dias' -0,33 -0,10 0,24 -0,21
3. Altura de planta (cm) 0,62 0,95 0,33 0,79
4. Diametro Pescogo' -0,29 -0,14 0,14 -0,21
5. Arquitetura de planta' -0,38 0,05 0,43 -0,17
6. Ciclo (dias) 1,00 8,067* 7,67 4,83
7. Severidade Botrytis' -0,33 -0,43 -0,10 -0,38
8. Cor de pele! 0,14 -0,10 -0,24 0,02
9. Firmeza' 0,01 0,14 0,14 0,07
10. Peso médio de bulbo (g) -15,52%* -4,33 -11,19%* -9,93*
11. Bulbos globulares (%) 0,25 -13,41%* -13,66* -6,58
12. Bulbos comerciais (%) 1,83 -0,66 -2,50 0,58
13. Produgao (kg/parcela) -1,38%* -1,15% 0,24 -1,27*

Valores médios provenientes de avaliagdo com escala de nota de 1 a 9, respectivamente, 1 menores e/ou piores valores; 9

maiores e/ou melhores valores *Estimativa do contraste significativo pelo teste de Scheffé ao nivel de 5% de probabilidade.

Com relagdo aos contrastes envolvendo populagdes com baixo nivel de endogamia
para as caracteristicas relacionadas a producao de sementes (Tabela 4), apenas dois fatores
foram significativos. O pegamento de sementes foi menor quando autofecundou-se uma
planta comparativamente ao intercruzamento de duas ou trés plantas simultaneamente (JA1 x
B2+ Cs3]= -0,36*). E observou-se uma producdo de sementes de 5,15 g/parcela superior nos
tratamentos descendentes do intercruzamento de trés plantas contrastadas a uma planta
autofecundada, |A1 x Cs3]=-5,15* (Tabela 4). Nestes dois casos registrou-se efeito endogamico
no sentido de reduzir o pegamento de sementes e producdo de sementes quando ¢ realizado
autofecundagdo. Para as demais caracteristicas apresentadas nesta tabela ndo foram
constatados efeitos de depressdo por endogamia quando as plantas sdo autofecundadas em

geracdes iniciais com baixo nivel de endogamia.
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Tabela 4: Valores de contrastes envolvendo 21 populagdes com baixo nivel endogamico para

caracteristicas relacionadas a producao de sementes. Uberlandia, 2018.

Populagdes contrastadas

Caracteristicas
|A1 x By |A1 x C3 B2 x C3 |A1 x B2+ G
Estimativas e significancias dos contrastes
1. Asp. Geral hastes aos 30dias' 0,27 0,15 -0,12 0,21
2. Asp. Geral hastes aos 60dias’ 0,15 -0,03 -0,18 0,06
3. Asp. Geral hastes aos 90dias! 0,17 -0,06 -0,23 0,05
4. Vigor de Haste' 0,09 0,08 -0,02 0,08
5. Vigor de Umbela' -0,03 -0,05 -0,02 -0,04
6. N° de Umbelas -0,05 -2,80 -2,76 -1,42
7. Uniformidade Florescimento! -0,08 -0,38 -0,30 -0,23
8. Pegamento de sementes! -0,41 -0,32 0,09 -0,36*
9. Resisténcia a Alternaria’ 0,09 -0,05 -0,14 0,02
10. Prod. sementes (g parcela™) -2,97 -5,15%* 2,18 -4,06

Valores médios provenientes de avaliagdo com escala de nota de 1 a 9, respectivamente, 1 menores e/ou piores valores; 9

maiores e/ou melhores valores *Estimativa do contraste significativo pelo teste de Scheffé ao nivel de 5% de probabilidade.

Contrastes envolvendo populagoes com moderado e baixo niveis de endogamia

Na tabela 5 sdo mostrados os contrastes realizados com os dados das 33 populagdes
avaliadas, combinando aquelas com moderado e baixo niveis de endogamia. O contraste para
a caracteristica ciclo para produgcdo de bulbos indicou que quando utiliza-se trés plantas
intercruzadas, devido a maior heterosigosidade, em relacdo a duas plantas, promoveu uma
reducdo no ciclo (maior precocidade) (|B2 x Cs3| = 8,85 dias) (Tabela 5).

Observa-se que para as caracteristicas de plantas e bulbos, o intercruzamento de duas
e/ou trés plantas promoveram, de um modo geral, acréscimos significativos no valor dos
caracteres (p <0,05) em relacdo as progénies oriundas de autofecundacdo ou envolvendo
menos plantas (Tabela 5).

Analisando conjuntamente os dados das tabelas 3 e 5, fica evidente o efeito
pronunciado e significativo de maior precocidade para produg¢do de bulbos em favor das
populagdes obtidas com maior nimero de plantas. Resultados como este poderiam ser
explicados pela possivel fixacdo de alguns dos seis genes que promovem a bulbificacdo,

(LEE, 2013) e também devido a menor representatividade de individuos amostrados na
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populagdo. Os resultados do efeito endogamico para retardar a precocidade de linhas obtidas
por sucessivas autofecundagdes, também foram relatados por (BREWSTER, 1994).
Considerando-se também em conjunto os resultados para as caracteristicas peso médio
de bulbo, bulbos globulares ¢ produ¢ao de bulbos por parcela (Tabelas 1, 3 e 5) fica evidente
que ha uma menor depressao por endogamia quando utilizou-se maior numero de plantas nas

populagdes.

Tabela 5: Valores de contrastes envolvendo 33 populagdes com moderado e baixo niveis de

endogamia para caracteristicas de plantas e bulbos de cebola. Uberlandia, 2018.

Populagdes contrastadas

Caracteristicas
|A1 x B2 |A1 x C3 B2 x C3] |A1 x B2+ G5
Estimativas e significancias dos contrastes
1. Vigor aos 90dias' -0,21 0,09 0,30 -0,06
2. Vigor aos 120dias’ -0,18 -0,03 0,15 -0,11
3. Altura de planta (cm) -0,79 -0,39 0,39 -0,59
4. Diametro Pescogo' -0,24 -0,12 0,12 -0,18
5. Arquitetura de planta' -0,06 0,15 0,21 0,05
6. Ciclo (dias) -2,06 6,79 8,85% 2,36
7. Severidade Botrytis' -0,15 -0,36 -0,21 -0,26
8. Cor de pele! -0,03 -0,33 -0,30 -0,18
9. Firmeza' 0,00 0,06 0,06 0,03
10. Peso médio de bulbo (g) -8,09* -5,52 2,58 -6,80%
11. Bulbos globulares (%) -0,15 -11,58%* -11,43* -5,86*
12. Bulbos comerciais (%) -0,15 -1,84 -1,69 -0,99
13. Produgao (kg/parcela) -0,86* -0,98%* -0,11 -0,91*

1 1 - - - .
Valores médios provenientes de avaliagdo com escala de nota de 1 a 9, respectivamente, 1 menores e/ou piores valores; 9

maiores e/ou melhores valores *Estimativa do contraste significativo pelo teste de Scheffé ao nivel de 5% de probabilidade.

Quando os contrastes relacionados a produ¢do de sementes foram realizados
envolvendo as populacdes com moderado e baixo niveis de endogamia (Tabela 6), as
caracteristicas aspecto geral da haste aos 30, 60 e 90 dias demonstraram nao sofrer efeitos
endogamico da autofecundagdo quando comparado com intercruzamento de duas plantas (JA;
x B2|). A inclusdo de uma terceira planta no intercruzamento sé favoreceu a significancia do
contraste no sentido de maior efeito endogdmico quando comparado com o intercruzamento

de duas plantas (|B2 x C3|). Interpretando conjuntamente os resultados dos contrastes entre

31



planta autofecundada e duas e trés plantas intercruzadas (A1 x Bz + Cj|), constata-se a
significancia para aspecto geral de haste aos 30 e 90 dias. Estes resultados, conjuntamente
demonstram que ndo parece existir pronunciado efeito endogamico para aspecto geral de
haste.

As caracteristicas vigor de haste e de umbela nao sofreram efeito endogdmico quando
uma planta foi autofecundada, comparativamente a duas plantas intercruzadas. A adi¢cdo de
mais uma planta no intercruzamento (|B2 x Cs|), favoreceu a maior heterosigosidade para estas
duas caracteristicas e o efeito de depressao ficou notavel.

Dois contrastes significativos para numero de umbelas (JA; x C3| = 8,50* e |A1 x B2 +
C3 = 8,25%), indicam que nao houve efeito endogamico para esta caracteristica nas populagdes
estudadas.

Os contrastes para uniformidade de florescimento |A1 x Bz| = 1,00* e B2 x C3| = -
1,33*, indicam respectivamente, que ndo houve efeito endogamico pronunciado quando faz-
se a autofecundagdo e que adicionando-se uma terceira planta no intercruzamento ha uma
contribuicdo para o maior nivel de heterosigosidade deste carater, favorecendo seu maior
valor.

Para a caracteristica resisténcia a Alternaria, constatou-se maior nivel de resisténcia
quando trés plantas foram intercruzadas, comparativamente a uma planta autofecundada (|A:
x C3| = -2,33*) e as duas plantas intercruzadas (|B2 x Cs| = -2,67*. Este resultado pode ser
explicado, em parte, pelo fato de esta resisténcia ser governada por alelo dominante em que
uma planta autofecundada ou mesmo duas intercruzadas favoreciam a expressao dos alelos
recessivos para a doenga. Pode-se explicar este resultado também pelo fato de um maior
nimero de plantas intercruzadas (3) terem aumentado as chances da presenca de alelos
dominantes para a resisténcia. Nao foram verificadas influéncias do numero de plantas
intercruzadas versus a autofecundada, no sentido de maior ou menor nivel de resisténcia,
quando os contrastes foram realizados em separado (populagdes com moderado e baixo nivel
de endogamia). Presume-se que estes resultados da influéncia pontual estejam mais

relacionadas a uma amostragem nao satisfatéria, quando o carater ¢ qualitativo.
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Tabela 6: Valores de contrastes envolvendo 33 popula¢des com moderado e baixo niveis de

endogamia para caracteristicas relacionadas a produgdo de sementes. Uberlandia, 2018.

Populagdes contrastadas

Caracteristicas
|A1 x By |A1 x C3 |B2 x C3 |A1 x B2+ G
Estimativas e significancias dos contrastes
1. Asp. Geral hastes aos 30dias’ 1,67* 0,17 -1,50* 0,92%*
2. Asp. Geral hastes aos 60dias’ 1,33%* 0,12 -1,22% 0,67
3. Asp. Geral hastes aos 90dias! 0,24* -0,10 -0,34* 0,07*
4. Vigor de Haste! 1,17%* -0,17 -1,33* 0,50*
5. Vigor de Umbela! 0,67* -0,50 -1,17* 0,08
6. N° de Umbelas 8,00 8,50* 0,50 8,25%
7. Uniformidade Florescimento! 1,00* -0,33 -1,33* 0,33
8. Pegamento de sementes! 0,00 -1,00 -1,00 -0,50
9. Resisténcia a Alternaria’ 0,33 -2,33%* -2,67* -1,00
10. Prod. sementes (g parcela™) 4,41 0,50 -3,91 2,46

lValores médios provenientes de avaliacdo com escala de nota de 1 a 9, respectivamente, 1 menores e/ou piores valores; 9

maiores e/ou melhores valores *Estimativa do contraste significativo pelo teste de Scheffé ao nivel de 5% de probabilidade.

A literatura ndo dispde de informagdes que permitam comparagdes diretas com as
informagdes geradas no presente estudo. Dado ao longo periodo de tempo necessario para os
estudos de genética e melhoramento de cebola, existem poucos trabalhos neste sentido,
quando comparado com outras hortalicas.

As populagdes alvo deste estudo foram obtidas nos anos de 2012 a 2013. Todavia
todas elas foram elaboradas entre 2008 e 2011 (quatro anos antes de serem produzidas), para
depois de 8 anos, serem efetivamente avaliadas sob a hipotese inicial. A hipdtese langada foi
de que seria possivel minimizar os efeitos de depressdo por endogamia na obtencdo de
linhagens parentais de hibridos com vistas a viabiliza-los economicamente. As pressuposigoes
basearam-se no conceito de depressao por endogamia que afeta essencialmente as espécies
alogamas (MIRANDA, 2001), e que sucessivas autofecundagdes pelo método de pedigree
promoveria acentuada perca de vigor para algumas caracteristicas importantes em cebola,
reduzindo as chances da viabilidade econdmica dos mesmos.

Das hipoteses iniciais, quando considerados os contrastes feitos separadamente nas
populagdes com moderado e baixo niveis de endogamia, constatou-se que para peso médio de
bulbos, bulbos globulares e produgdo de bulbos foi indiferente o fato das populagdes terem

niveis endogamico distintos. Em ambos os casos a autofecundacao promoveu maior depressao
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favorecendo a um menor valor desses trés caracteres, quando comparados com o
intercruzamento de duas e/ou trés plantas.

Ja no caso do aspecto geral e vigor de hastes o efeito de depressdao por endogamia so
foi notado quando avaliadas as populagdes que ja possuiam algum (moderado) grau de
endogamia. O fato de ter ocorrido menor depressdo endogamica nas populagdes com baixo
nivel de endogamia, pode ser explicado pela alta heterosigozidade das plantas autofecundadas

(F2S1) apos apenas uma geragao de autofecundacgao.

Andlises de polimorfismo utilizando marcadores moleculares RAPD

A reprodutibilidade dos resultados foi verificada utilizando os marcadores RAPD, em
um total de 27 fragmentos amplificados, sendo apenas um deles polimdrfico (25%). Os
primers geraram bandas de intensidades varidveis, facilmente detectadas, e bandas
inespecificas que foram descartadas. Dos treze primers utilizados sete ndo se anelaram nas
fitas de DNA ndo permitindo sua amplificacdo. Os outros seis primers permitiram amplificar
as amostras de DNA, gerando em sua maioria bandas monomorficas. O primer OPA14 se

destacou entre os demais apresentando banda polimérfica (Tabela 7).

Tabela 7. Lista de primers da Operon utilizados na caracterizagdo molecular das amostras e o

produto de suas amplificacdes. Monte Carmelo, 2018.

N°® Primer Sequéncia (5’-3’) N°total bandas Bandas monomorficas % polimorfismo

1 OPAl14 TCTGTGCTGG 4 3 25,0
2 OPAl16 AGCCAGCGAA 4 4 0,0
3  OPA17 GACCGCTTGT 6 6 0,0
4 ODP03 GTCGCCGTCA 4 4 0,0
5 OPEIO0O CACCAGGTGA 6 6 0,0
5 OPF19 CCTCTAGACC 3 3 0,0
6 OPBll GTAGACCCGT - - 0,0
7 OPB20 GGACCCTTAC - - -
8 OPCO8 TGGACCGGTG - - -
9 OPC09 CTCACCGTCC - - -
10 OPCI1 AAAGCTGCGG - - -
11 OPCI3 AAGCCTCGTC - - -
12 OPA15 TTCCGAACCC - - -
13 OPBl11 GTAGACCCGT - - -

Estes resultados indicam que existe baixa diversidade genética entre os diferentes

tratamentos deste estudo, independente da populacdo e nivel de endogamia e que os mesmos
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se encontram em alto grau de homozigose. Outros autores também relataram baixa
variabilidade entre acessos de cebola como Maniruzzanman et al. (2010) que estudaram a
genética do cruzamento entre linhagens e variabilidade entre os dez cultivares resultantes de
cebola com base em marcadores RAPD e relataram que todas as cultivares analisadas foram
relacionadas. Shivnanajappa (2013) investigando a relacdo genética entre linhagens macho-
estéril utilizadas no desenvolvimento de hibridos, utilizando 20 primers, relataram que a
distancia genética das cultivares utilizadas foi proxima.

Observou-se similaridade genética entre as modalidades de autofecundagao individual
e intercruzamentos de duas e trés plantas, diferentemente das avalia¢cdes agronomicas no qual
os intercruzamentos de plantas induziram incrementos significativos em alguns caracteres
agronomicos avaliados.

Estes resultados dao respaldo aos resultados das avaliacdes agrondmicas realizadas
com estas mesmas populacdes, reforcando os resultados e eficiéncia da proposta de obtengao
de linhagens endogamicas, ao associar efeitos nos caracteres agronomicos das linhagens
devido ao intercruzamento de duas e/ou trés plantas sem que ocorra variabilidade genética na
populagdo resultante (considerando seis marcadores RAPD que amplificaram), o que sugere
uma interessante proposta metodoldgica para obtencao de linhagens de cebola sem que ocorra
divergéncia genética entre os individuos da proxima geragdo mantendo a distinguibilidade,

homogeneidade e estabilidade (DHE).

3.5. Conclusoes

O vigor de plantas sofreu efeito de depressdo por endogamia em geragdes iniciais com
maior heterosigozidade; assim como o contraste entre individuos autofecundados
comparativamente aos advindos do intercruzamento de duas ou trés plantas foi mais
pronunciado nas populagdes com menor nivel endogamico;

O intercruzamento de trés plantas refletiu em maior producao de sementes/parcela nas
populagdes com baixo nivel endogamico;

Observou-se similaridade genética entre as modalidades de autofecundacao individual
e intercruzamentos de duas e trés plantas, refor¢gando os resultados e eficiéncia da proposta de
obtenc¢do de linhagens endogamicas sem que ocorra divergéncia genética entre os individuos

da préxima geracdo (mantendo o DHE).
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CAPITULO 3

DIVERGENCIA GENETICA EM POPULACOES SEGREGANTES DE CEBOLA
(Allium cepa L.) OBTIDAS SOB-DIFERENTES FORMAS DE CONDUCAO DAS
GERACOES

37



4 GENETIC DIVERGENCE
IN SEGREGATING POPULATIONS OF ONION (Allium cepa
L.) OBTAINED DIFFERENT FORMS OF CONDUCT OF GENERATIONS

4.1. Abstract

In addition to high individual performance, obtaining an estimate of the genetic
distance between genotypes is taken as a way of predicting whether genetic variability is
being maintained. The use of multivariate statistics has been promising for the possibility of
synthesizing several variables in only one cluster. The use of phenotypic characteristics in
genetic distance studies is one of the procedures most used by plant breeders because this
information is continuously obtained for selection of superior genotypes and evaluation of
adaptability and stability. We used 11 onion populations in different genetic segregation states
(F2S1, F2S2, S4 and S3) obtained from generations that already had a low or moderate level of
inbreeding. Two consecutive years (2014 and 2015), agronomic characteristics in the
vegetative and reproductive phases of the crop were evaluated. In order to analyze the
contribution of the various agronomic descriptors in the determination of the genetic
divergence in each one of the forms of conduction (A;, B2 and Cs) of the populations, the
multivariate techniques of canonical variables, main components and Euclidean distances
were used to obtain the dendrogram UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Averages) was used as hierarchical grouping method between groups of
genotypes. There were differences in measures of dissimilarity between driving methods. In
general, the values were higher when the plants crossed. For the same combination of
genotypes, there was a tendency to increase in genetic distance with the interbreeding of
plants in most cases. The traits of bulb/plot (28.32%), seed setting (13.12%) and seed
weight/umbel (13.41%) had a significant contribution to the divergence of onion genotypes,
contributing 54.85%. The resistance to Alternaria also had an important contribution in the
dissimilarity of the genotypes. The clustering of genotypes followed two trends, first,
according to the pedigree, greater similarity among individuals with the same backgrounds
was to be expected. It was also observed a tendency of grouping according to the way of
conduction of the generations. Through these results it can be said that the change in the
method of conduction of the generations, through sib of plants, provided greater divergence
among the genotypes. And there are important characteristics such as bulb production per
plot, seed glue, Alternaria resistance and seed weight per umbel, which can be used in the
estimation of divergence in the selection of onion segregant lines.

Keywords: multivariate techniques, clustering of genotypes, canonical variables.
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4.2. Introducao

A cebola (Allium cepa L.) ¢ uma das plantas cultivadas de maior difusao no globo,
sendo consumida em praticamente todos os paises, crua em saladas ou como condimento
(KHOSA et al.,, 2016). E a terceira hortalica em importancia econdmica no mundo, a
producdo mundial de cebola em 2016 foi de 92,1 milhdes de toneladas. Deste volume, estima-
se que cerca de 40% seja de cebolas hibridas com expectativa de crescimento nos proximos
anos, uma vez que em paises como o Brasil, a utilizacdo de hibridos ainda ¢ recente e ocupa
cerca de 20% da area plantada, valores bem inferiores a paises como EUA e Japao, onde estes
valores chegam a 81% e 73%, respectivamente (ALMEIDA, 2015).

Visualizando esse potencial mercado em expansao, se iniciaram diversos programas de
melhoramento de cebola em varios paises com objetivo de produzir hibridos. Uma das etapas
que mais oneram o custo da semente hibrida nesses programas ¢ a obtencdo das linhagens
parentais, visto que, por se tratar de uma espécie aldégama com ciclo bienal e diploide
(2n=2x=16), as mesmas sdo altamente susceptiveis a depressdo por endogamia quando
autofecundadas (BREWSTER, 2008). Nao obstante durante o desenvolvimento das linhagens,
o método de ‘pedigree’ ¢ o mais empregado, pois dele obtém-se o mais alto grau de
homozigosidade a cada autofecundacdo do individuo superior selecionado, pronunciando os
efeitos da depressdo por endogamia, o que leva ao um menor vigor e consequentemente baixo
rendimento de sementes (AYROLES et al. 2009).

Por outro lado, pesquisas mostram que o intercruzamento entre poucas plantas (‘sibs’)
sao provaveis de ocorrer frequentemente em populacdes natural devido seja ao pequeno
tamanho da populagdo local e/ou dispersdo limitada dos polinizadores. Ou mesmo promover a
diminui¢do da depressdo por endogamia como demonstram as pesquisas de Porcher et al.
(2016) e Devaux et. al. (2014). Baseado no mesmo principio ainda que se tratando de
populacgdes submetidos a selecao de individuos superiores, poderia avaliar possiveis efeitos na
distancia genética, com base em caracteres fenotipicos, em populagdes segregantes oriundas
da autofecundacdo de uma planta, comparativamente as oriundas do intercruzamento entre
duas e trés plantas.

Aliado ao elevado desempenho individual, obter uma estimativa de distancia genética
entre os genotipos € tida como uma forma de prever se a variabilidade genética esta sendo
mantida, aumentando as possibilidades de selecdo de genotipos transgressivos destinados a
hibridacdes (HOSAN et al., 2010). A utilizagdo de estatisticas multivariadas tem se revelado

promissora pela possibilidade de sintetizar diversas variaveis em apenas um agrupamento. O
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emprego de caracteristicas fenotipicas em estudos de diversidade genética ¢ um dos
procedimentos mais utilizados pelos melhoristas de plantas, pois estas informagdes sao
continuamente obtidas para selecdo de gendtipos superiores e avaliacdo da adaptabilidade e
estabilidade.

Considerando-se a necessidade de diminuir a depressdo por endogamia aliada ao
incremento de variabilidade genética, o objetivo deste trabalho foi avaliar a divergéncia
genética existente entre genodtipos segregantes de cebola obtidos pela autofecundagao e pelo

intercruzamento de duas e trés plantas.

4.3. Material e métodos

Utilizou-se para o estudo 33 populagdes de cebola em diferentes estados de segregagao
genética (F2Si1, F2So, S4 e S3) obtidas a partir de geragdes que ja possuiam um baixo ou
moderado nivel de endogamia. Foram avaliadas em dois anos consecutivos (2014 e 2015),
caracteristicas agrondmicas na fase vegetativa e reprodutiva da cultura. Os experimentos
foram realizados na esta¢do experimental da Bayer Vegetable Seeds (Latitude: 18° 55' Sul e
Longitude: 48° 16' Oeste, altitude de 873m) e as populacdes utilizadas pertencem ao programa

de melhoramento de cebola da empresa no Brasil, em Uberlandia, estado de Minas Gerais.

Desenho experimental e caracteristicas avaliadas

O delineamento foi em blocos casualizados com trés repeticdes. Cada parcela foi
constituida de um canteiro de um metro de comprimento por 0,9 metros de largura, com cinco
linhas espagadas 0,20 metros, e plantas espacadas em 5 cm, totalizando 100 plantas por
parcela. Os tratamentos constituiram-se das diferentes formas de condugdo das populagdes
(autofecundacdo de uma planta [A1], intercruzamento de duas [B:] e trés plantas [C3]) em 11
diferentes backgrounds genéticos.

As avaliagdes foram feitas em nivel de parcela e para as caracteristicas nado
mensuraveis adotou-se a escala de notas de 1 a 9, onde 1 representa pior valor do carater e 9
melhor valor do carater.

O semeio para montagem do primeiro campo (fase vegetativa) ocorreu no dia 19 de

marco de 2014 e o transplante no dia 27 de abril do mesmo ano. Os canteiros foram
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preparados ¢ adubados de acordo com as recomendagdes para a cultura da cebola. As
caracteristicas avaliadas na fase vegetativa foram: vigor das plantas aos 90 e 120 DAS (dias
apos a semeadura): observando-se o didmetro da folha, altura de planta e nimero de folhas;
altura de planta aos 150 DAS, em centimetros; diametro de ‘pescoco’: nota (1-9) para
diametro do ‘pescogo’, sendo 1: grosso, 9: fino; arquitetura de planta: sendo 1: prostada, 9:
ereta; ciclo, em dias do semeio ao ponto de ‘top-down’ (mais de 50% das plantas tombadas ou
em ponto de estalo); severidade de Botrytis spp., onde foi atribuida nota de acordo com a
severidade do patogeno Botrytis cinerea na parcela.

Ap6s a colheita dos bulbos foram realizadas a seguintes avaliacdes de bulbo: cor de
pele, sendo maior a nota para bulbos com a pele de cor marrom escuro; firmeza do bulbo,
total de bulbos na parcela; bulbos comerciais: porcentagem de bulbos comercializaveis,
pertencentes as classes II, III e IV de didmetro de bulbo e producao total, em kg/parcela.

Finalizadas as avaliacdes dos bulbos, estes foram armazenados e vernalizados por
cerca de trés meses até o plantio do campo para avaliagdo dos caracteres relacionados a
producdo de sementes. O transplante dos bulbos para formacdo deste segundo campo (fase
reprodutiva) se deu no dia 30/04/2015.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas relacionadas a produgdo de sementes:

Aspecto geral da planta aos 30, 60 e 90 DAT (dias apos o transplante), observando-se
o nimero, o didmetro e a altura da haste, bem como tamanho da umbela de forma geral na
parcela, sendo que, quanto maior o valor destes atributos maior a nota; vigor da haste: nota (1-
9), sendo 1: baixo vigor e 9: alto vigor; vigor da umbela: nota (1-9), sendo 1: baixo vigor e 9:
alto vigor; numero de umbelas: nimero de umbelas por parcela momentos antes da colheita
das sementes; uniformidade de florescimento: foi considerado semanalmente o nimero de
umbelas com flores abertas em cada parcela e atribuido notas de 1 a 9, sendo 1: menor
uniformidade e 9: maior uniformidade; pegamento de sementes: nota (1-9), sendo 1: baixo
pegamento e 9: alto pegamento; resisténcia a Alternaria: foi atribuida nota de acordo com a
severidade do patogeno Alternaria porri na parcela, sendo 1: menor severidade, 9: maior
severidade; producdo de sementes por umbela: peso médio (em gramas) de sementes por

umbela na parcela.

Andlises univariadas
Antes do inicio das analises multivariadas foram realizadas andlises univariadas para
quantificagdo da variabilidade existente em cada caracteristica avaliada por meio do

coeficiente de variacao fenotipico. Nas varidveis utilizadas aplicou-se o teste de normalidade
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segundo o critério de Shapiro Wilks, procurando-se identificar possiveis desvios de

normalidade, para em seguida, realizar as analises multivariadas.

Andlises multivariadas

Para analisar a contribuicdo dos diversos descritores agrondmicos na determinacdo da
divergéncia genética em cada uma das formas de condu¢do (A1, B2 e C3) das populagdes foi
utilizada técnicas de andlise multivariada. Este tipo de andlise consiste na avaliagdo
simultanea de varios caracteres e permite diferentes abordagens sobre os dados analisados,
possibilitando esclarecer tanto a relacdo quanto o efeito de cada varidvel separadamente
(COIMBRA et al., 2007). As técnicas multivariadas utilizadas foram de varidveis canoOnicas
dos componentes principais e das distancias euclidiana (CRUZ & CARNEIRO, 2012), para
obtengdo do dendograma utilizou-se UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Averages) como método de agrupamento hierarquico entre grupos de gendtipos. A
validagdo do agrupamento pelo método UPGMA foi determinada pelo coeficiente de
correlacao cofenético (CCC) calculado pelo teste de Mantel (1967); e na andlise de Varidveis
Canodnicas, a diversidade genética foi visualizada por meio de grafico cartesiano (Cruz ef al.,
2012). A contribuigdo relativa dos caracteres quantitativos foi calculada segundo critério de
Singh (1981). Todos os dados obtidos foram analisados utilizando-se o sofftware Genes V.

2015.5.0 (CRUZ, 2013).

4.4. Resultados e discussao

A partir da anélise de varidncia multivariada (dados ndo apresentados), observou-se
que o efeito da interagdo gendtipo x método de conducdo da geragdo foi significativo pelo
teste de F a 5% de probabilidade de erro, evidenciando um comportamento diferenciado dos
genoétipos frente ao intercruzamento de plantas.

No sentido de verificar a divergéncia entre os gendtipos, foi utilizada a distancia
Euclidiana como medida de dissimilaridade (Tabela 1). Trata-se de uma medida de distancia
disponivel para a analise de dados quantitativos, sendo utilizada em varios trabalhos como
distancia genética, quando aplicada em dados experimentais. Houve diferengas nas medidas
de dissimilaridade entre os métodos de condugdo. Em geral os valores foram maiores quando
houve o intercruzamento de plantas, chegando a 9,60 entre os genotipos “BUC” e “GRxBOT-

17 ¢ 9,72 entre “BUC” e “GRxBOT-3”. Para uma mesma combinac¢do de genotipos observou-
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se tendéncia de aumento na distdncia genética com o intercruzamento de plantas na maior
parte dos casos (Tabela 1). Wanser et al., (2012) estimando a variabilidade genética de
genotipos de cebola em Santa Catarina também observaram diferencas na divergéncia entre os
genotipos com relacdo ao local de plantio, Singh et al., (2013) constatou divergéncia
significativa entre 0os mesmos genotipos de cebola submetidos a condicdes de dia curto e

longo.

Tabela 1: Divergéncia genética entre 11 genotipos de cebola avaliados pela distancia
Euclidiana (D) considerando trés formas de obtencdo das geracdes segregantes (Genetic
divergence among 11 onion genotypes evaluated by Euclidian distance (D) considering three
ways of obtaining segregating generations). Uberlandia, 2018.

Formas de Formas de Formas de
conduc¢io conduc¢io condug¢do
Genotipo! A1 B  Cs Gendtipo! Ay Br C; Gendtipo! A1 By G
1-2 6,47 3,57 4,74  2-11 7,23 8,57 7,98 5-8 7,74 7,79 5,24
1-3 7,37 9,09 9,01 3-4 7,30 7,89 8,87 5-9 4,27 17,66 9,72
1-4 4,53 6,55 5,57 3-5 8,59 9,15 6,75 5-10 7,08 7,51 5,34
1-5 6,75 4,26 5,90 3-6 7,61 8,66 8,36 5-11 5,67 8,12 7,08
1-6 5,55 5,13 4,94 3-7 6,84 6,75 6,52 6-7 6,22 4,89 5,50
1-7 5,58 6,19 5,48 3-8 5,79 5,27 17,48 6-8 5,16 7,80 7,48
1-8 5,58 7,02 8,38 3-9 545 5,05 5,50 6-9 6,54 7,30 5,07
1-9 8,20 8,52 6,31 3-10 2,58 4,76 3,72 6-10 6,24 591 7,96
1-10 6,45 7,55 8,88 3-11 5,34 4,37 5,58 6-11 7,70 7,88 7,13
1-11 594 8,34 9,31 4-5 6,19 7,75 6,40 7-8 6,10 7,01 7,21
2-3 8,31 8,39 8,87 4-6 6,09 8,50 6,37 7-9 8,08 6,41 3,87
2-4 6,58 6,33 6,41 4-7 7,28 7,12 7,35 7-10 6,15 4,78 7,02
2-5 590 5,03 5,80 4-8 490 6,32 8,33 7-11 7,46 6,57 6,83
2-6 7,61 4,82 5,66 4-9 8,36 7,43 7,02 8-9 7,66 5,62 7,06
2-7 8,25 5,64 580  4-10 6,10 7,48 8,20 8-10 5,00 5,72 17,15
2-8 7,83 7,36 8,03 4-11 4,59 7,56 9,17 8-11 509 596 7,84
2-9 7,56 8,10 6,05 5-6 8,84 3,63 5,15 9-10 5,20 5,09 4,78
2-10 6,67 6,02 7,88 5-7 6,18 9,60 9,32 9-11 8,05 5,73 5,39

10-11 4,60 6,58 521

*significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste F (significant at 5% of probability of error by the F test). Ai:
autofecundacdo de uma planta; B2: intercruzamento de duas plantas e C3: intercruzamento de trés plantas. '1= GRxGR; 2=
IP-1; 3= IP-2xIP-3; 4= IP-3xIP-2; 5= BUC; 6= GRxIP-1; 7= GRxBOT-1; 8= GRxBOT-2; 9= GRxBOT-3; 10= GRxBOT-4;
11= CRxBOT-1.

O menor valor D foi atribuido aos genotipos IP-2xIP-3 ¢ GRxBOT-3 (D=2,58), com
uma menor diversidade genética entre dois genitores espera-se maior homozigose de modo

que na suas geracdes segregantes haja menor possibilidade de recuperagcdo de genotipos

superiores (PASSOS et al.,, 2007). Verificou-se tendéncia de menores valores, com
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autofecundagcdo para obtencdo da proxima geracdo, isso se repetiu na maioria dos
cruzamentos, indicando que a autofecundagdo favoreceu ligeiramente uma maior similaridade
entre os genotipos para os caracteres estudados, no entanto o principal fator que contribuiu
para essa similaridade foi a base genética estreita que ocorre entre os genotipos disponiveis de
cebola no Brasil.

E pertinente destacar a divergéncia encontrada entre IP-1 ¢ IP-2xIP-3 ¢ GRxBOT-1 e
GRxBOT-2, embora os materiais sejam derivados da selegdo em populagdes de backgrounds
semelhantes, ambas exibiram divergéncia genética acentuada. Isso indica que pode nao haver
uma correspondéncia direta entre o relacionamento genético entre acessos e o relacionamento
esperado de forma que outros fatores devem ser considerados e niao exclusivamente os
aspectos fenotipicos. Fenotipicamente ambas as linhas sdo distintas para um atributo
especifico, mas geneticamente eles sdo muito homogéneos. Esta observagdo sugeriu que as
caracteristicas morfoldgicas, devido a sua dependéncia em condi¢cdes ambientais, sdo
independentes de sua relacdo genética. Essas observagdes estdo de acordo com Susana. et al.
(2015) que relataram o mesmo em variedades de cebola cultivadas no noroeste da Espanha.

Na Tabela 2 ¢ possivel verificar a contribuicdo relativa de cada carater para
divergéncia entre os gendtipos de acordo com a estatistica Sj proposta por Singh (1981).
Observa-se que os caracteres producao de bulbos/parcela (28,32%), pegamento de sementes
(13,12%) e producgdo de sementes/umbela (13,41%) tiveram significativa contribuicdo para a
divergéncia dos genétipos de cebola, contribuindo com 54,85%. O carater resisténcia a
Alterndria teve uma contribuicdo importante na dissimilaridade dos genétipos em
discordancia com resultados obtidos por Buzar et al. (2007). Tal fato pode ser explicado pelo
fato deste autor ter avaliado caracteristicas diferentes das apresentadas neste trabalho e
também pela influéncia do ambiente, que desfavoreceu o patdgeno. A contribuigdo relativa de
caracteres e a separacdo de genotipos em grupos distintos auxiliam melhoristas na sele¢do de
genitores em programas de melhoramento. No entanto o potencial per se dos genotipos

também deve ser considerado como critério de selecio (MATTEDI et al., 2015).
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Tabela 2- Contribuicao relativa de caracteres para a dissimilaridade genética de 11 gendtipos
de cebola considerando trés formas de obtencdo das geragdes segregantes (Ai:
autofecunda¢do de uma planta; B»: intercruzamento de duas plantas e Cs: intercruzamento de
trés plantas), estimados pelo método proposto por Singh (1981), com base em 23 caracteres
fenotipicos. Uberlandia, 2018.

Carater Contribui¢do relativa (%)
Vigor de planta aos 90 dias 1,34
Vigor de planta aos 120 dias 1,68
Altura de Planta 0,56
Diametro de Pescogo 1,30
Arquitetura de Planta 0,89
Ciclo 3,45
Severidade a Botrytis 3,12
Peso Médio de Bulbo 3,45
Porcentagem de bulbos globulares 1,34
Porcentagem de bulbos comerciais 1,76
Producado de bulbos/parcela 28,32
Aspecto geral de hastes aos 30 dias 2,23
Aspecto geral de hastes aos 60 dias 2,02
Aspecto geral de hastes aos 90 dias 0,98
Vigor de Haste 0,98
Vigor de Umbela 2,01
Numero de Umbelas/parcela 2,24
Numero de Plantas/parcela 2,03
Uniformidade de Florescimento 2,03
Pegamento de sementes 13,12
Resisténcia a Alternaria 9,18
Producdo de sementes/parcela 2,56
Producao de sementes/umbela 13,41

A formacao de grupos representada por meio de dendrograma, utilizando o método
UPGMA (Figura 1), possuiu coeficiente de correlagdo cofenético de 0,72 (p<0,01). Dessa
maneira pode-se afirmar que o dendrograma reproduziu de modo satisfatério a informagao
contida na matriz e consequentemente na formacgdo dos grupos. A separacdo dos grupos foi
realizada pela delimitacdo de uma linha de corte de 70%, estabelecida no local de ocorréncia
da mudanga abrupta nas ramificagdes presentes no dendrograma (CRUZ et al., 2012).

Pelo método UPGMA os genotipos de cebola constituiram sete grupos distintos. O
grupo I e IV foi formado por 23 dos 33 gendtipos; o grupo II pelo pedigre GRxBOT-4 e
CRxBOT-1, o grupo III pelos gendtipos descendentes dos parentais CRxBOT-1, IP-1 e BUC,
o grupo VI pelo genoétipo GRxBOT-2 e o grupo VII por IP-1, estes dois ultimos grupos
individuais, sendo portanto completamente distintos (Figura 1).

Gonzalez-Pérez et al. (2015) também observaram a formacao de grupos divergentes

entre gendtipos de cebola pela obtengdo de um dendrograma representado pelo método de
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UPGMA. Pelo método Tocher, outros autores relataram de forma satisfatéria a separagao de
grupos entre gendtipos de cebola (RASHID ET AL., 2009; AKTER ET AL., 2015; KHOSA
& DHATT, 2015; RIVERA et al., 2016).

O agrupamento dos genotipos seguiu duas tendéncias, primeiro de acordo com o
pedigree, maior similaridade entre individuos com os mesmos backgrounds era de se esperar.
E observou-se também tendéncia de agrupamento de acordo com a forma de condugdo das
geragdes, ha uma concentracdo nos grupos I e IV, de individuos descendentes do
intercruzamento de plantas (B2 e C3). Nao houve similaridade ou nao foi possivel detectar

tendéncias de grupos, diferenciando intercruzamento de duas ou trés plantas (Figura 1).
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Figura 1- Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre 11 genotipos de
cebola considerando trés formas de obtencdo das geragdes segregantes (Ai: autofecundagao
de uma planta; Ba: intercruzamento de duas plantas e Cs: intercruzamento de trés plantas),
obtido pelo método de agrupamento UPGMA, utilizando a Distancia Euclidiana como medida
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de dissimilaridade com base em 23 caracteres fenotipicos. Uberlandia, 2018. Coeficiente

correlagdo cofenética: 0,72**,

Legenda: Gendtipo 1, 2 e 3= GRxGR; Gendtipo 4, 5 e 6=IP-1; Gendtipo 7, 8 e 9= IP-2xIP-3; Genotipo 10, 11 e 12=IP-3xIP-
2; Genotipo 13, 14 e 15= BUC; Genétipo 16, 17 e 18= GRxIP-1; Genoétipo 19, 20 e 21= GRxBOT-1; Gendtipo 22, 23 e 24=
GRxBOT-2; Genotipo 25, 26 e 27= GRxBOT-3; Genotipo 28, 29 e 30= GRxBOT-4; Genotipo 31, 32 e 33= CRxBOT-1.

Pela dispersao grafica dos componentes principais, foi possivel identificar seis grupos
distintos (Figura 2). As estimativas dos autovalores correspondentes aos dois primeiros
componentes principais explicaram 88,36% da variacdo total, sendo que o componente
principal 1 por si s6 compreendeu 52,13% da variabilidade existente entre os gendtipos. De
acordo com Cruz et al. (2004), para uma interpretacdo satisfatoria da variabilidade
manifestada, ¢ necessario que os primeiros componentes principais permitam estimativas
minimas de 80 % da variacdo total contidas no conjunto de caracteres, o que foi obtido, com
os dois primeiros componentes principais. Dessa maneira pode-se afirmar que houve uma
descri¢do satisfatoria da divergéncia genética representada graficamente. A andlise de
componentes principais permite condensar a maior quantidade da informagao original contida
em n variaveis (n =23, neste estudo) em duas varidveis latentes ortogonais denominadas
componentes principais, que sdo combinagdes lineares das varidveis originais criadas com os
dois maiores autovalores da matriz de covariancia dos dados (HAIR, 2005). Desta forma o
conjunto inicial de 23 varidveis passou a ser caracterizado por duas novas variaveis latentes,
sendo os genotipos distribuidos de acordo com a dissimilaridade entre si pelo método de
Toucher.

Assim como observado pelo método UPGMA, pelo método de Toucher houve uma
tendéncia de agrupamento de acordo com o pedigree, em contrapartida, as diferencas entre os
métodos consistiram em uma maior separagao dos gendtipos de acordo com a forma de
conducao (A1, B> e C3). Pela figura 2 verifica-se clara pulverizagdo dos gendtipos conduzidos
de uma mesma forma. A distribuicdo dos genotipos no grafico de dispersdo (Figura 2)
permitiu identificar como mais divergentes, mais distantes entre si no plano cartesiano,
“BUC” e “GRxBOT-3” ¢ como os menos divergentes, GRxBOT-2 e GRxBOT-4. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos pelo agrupamento de UPGMA, o que indica como
confiaveis tais agrupamentos na identificagdo de genitores divergentes em cebola.

Analisando um mesmo pedigree, constatou-se menor distdncia entre os individuos
oriundos do intercruzamento de plantas em relagdo as plantas que foram autofecundadas,
refor¢ando a ideia de que isso possa ter aumentado a divergéncia entre os gendtipos. Isso pode
ter ocorrido, especialmente se os mesmos locos genéticos estdo contribuindo para a evolugao

de muitos desses tracos, devido ao maior fluxo de alelos proporcionado pelo intercruzamento
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de plantas. Desta maneira os resultados indicam que para a situagdo proposta de sib entre
poucas plantas, os cruzamentos entres os diferentes gendtipos podem proporcionar linhas
segregantes com constitui¢des genéticas de interesse, que aliem menor perca de vigor por

endogamia com maior divergéncia genética.

Legenda
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Figura 2- Distribuicdo dos pontos correspondentes a 11 gendtipos de cebola, considerando
trés formas de obtencdo das geragdes segregantes (Ai: autofecundagdo de uma planta; Bo:
intercruzamento de duas plantas e Cs: intercruzamento de trés plantas) no plano definido
pelos dois primeiros componentes principais com base em 23 caracteres fenotipicos,
Uberlandia, 2018. "Numero de acessos presentes em cada agrupamento revelados pelo
algoritmo de otimizagao de Tocher, tal como sugerido por Tocher em RAO (1952).

48



4.5. Conclusoes

O método de conducdo das geragdes, através do sib de plantas, proporcionou maior
divergéncia entre os genotipos;

Caracteristicas importantes, como produg¢do de bulbos por parcela, pegamento de
sementes, resisténcia a Alterndria e produgao de sementes por umbela, podem ser usadas nas

estimativas da divergéncia na selecdo de linhas segregantes de cebola.
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CAPITULO 4

PHENOTYPIC, GENOTYPIC AND ENVIRONMENTAL CORRELATIONS
BETWEEN CHARACTERS IN ONION SEGREGANT POPULATIONS OBTAINED
UNDER DIFFERENT GENERATIONS?
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S PHENOTYPIC, GENOTYPIC AND ENVIRONMENTAL CORRELATIONS
BETWEEN CHARACTERS IN ONION SEGREGANT POPULATIONS OBTAINED
UNDER DIFFERENT GENERATIONS

5.1. Abstract

Onion (Allium cepa L.) is the third most valuable vegetable crop worldwide and the
third most produced in Brazil. The knowledge of the nature and the value of the relationship
between the traits of interest is very important, since it is possible to select a main trait, with
low heritability or difficult measurement, obtaining higher genetic gain faster than with direct
selection. The aim of this work was to estimate the genotypic, phenotypic and environmental
correlations between the characteristics of the plant, the bulb and seed production in onion
segregating populations obtained from different breeding methods. Most of the estimations of
the genetic correlations (rg) were higher than the phenotypic (rp) and the environmental (re)
ones. The genotypic, phenotypic and environmental correlation coefficients for plant and bulb
characteristics were low, except for plant vigour and its components (plant height, neck
diameter and plant architecture). The phenotypic and genotypic correlations revealed an
association between the traits related to the plant vigour in onion, nevertheless, it was not
reflected in the bulb and seed production, in the two years evaluated. The traits “Seed Setting”
and “Resistance in Alternaria” can be useful in the indirect selection for “Seed yielding per

umbel”.

Keywords: onion segregating populations; genetic correlations; intercross between plants;
breeding methods.

5. 2. Introduction

Onion (Allium cepa L.) was originated in Central Asia and it has been cultivated since
ancient times (3000 BC) because of its unique flavour and medicinal properties
(GALMARINT et al., 2001; SHIGYO and KIK, 2008). The onion bulb is not only edible, but
it is also well-known for its medicinal and functional properties, since ancient time; Pliny the
Elder, for example, in his Naturalis Historia, describes 30 ailments that can be alleviated by
onions and pointed out that any onion containing dishes are, to a certain extent, curative as
well as more nourishing and tasty (LISANTI et al, 2015). Consumption of onions and related
Alliums, including garlic (4llium sativum L.) and leek (4. ampeloprasum L.), is associated

with reductions in blood lipids, cholesterol, and platelet activity, contributing to decreased
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risk of cardiovascular disease (SAINANI et al., 1976, KENDLER, 1987, AUGUSTI, 1990).
Vegetables are the most important source of phenolic compounds in the Mediterranean diet,
among which flavonoids in particular are thought to be essential bioactive species that
provide health benefits (NINFALI et al., 2005; PANICO et al., 2005). Bulb onion has been
recognized as an important reservoir of valuable phytonutrients such as flavonoids, fructo-
oligosaccharides, thiosulfinates, and other sulfur containing compounds (SLIMESTAD et al.,
2007).

Onion is the third most valuable vegetable crop worldwide and the third most
produced in Brazil. In 2015, the total production of onion was about 1,42 million tons in 56,4
thousand hectares harvested (IBGE, 2016), with an average productivity of 25,2 ton.ha™!. It is
estimated that about 40% of this volume is hybrid onion, it is expected to continue growing in
the next years. In countries such as Brazil, the use of hybrids is recent, and takes up about
20% of the planted area, being this percentage lower than in countries like US and Japan,
where the planted area with hybrid onion reaches 81% and 83% respectively (ALMEIDA,
2015). Although huge genetic diversity is available in bulb onion, crop improvement progress
is not at the pace of other monocot taxa, such as grasses (MCCALLUM 2007, VARSHNEY
et al. 2012).

Systematic breeding started with mass selection in various countries during the 19th
century, and the discovery of cytoplasmic male sterility paved the way for development of F1
hybrids in the middle of 20th century (BREWSTER 2008, MCCALLUM et al. 2008).
Nowadays, F1 hybrids predominate in regions where long-day onions are grown and open-
pollinated varieties (OP) predominate in the short-day growing regions of Asia and Africa
(CURRAH and PROCTOR 1990, BREWSTER 2008). Due to this Brazilian’s potential
market several onion’s breeding programs are being developed to produce hybrids. In these
programs, the selection of the populations is done in first place via mass selection (before
flowering), where several traits of the plant and the bulb are evaluated. Then, the inbred lines
are obtained from the selected populations. Because these programs begins with a large
number of genetic materials, the process is arduous, and the seed’s production cost is high.
Bulb onion is an outcrossing, biennial diploid (2n=2x=16), which is highly susceptible to
inbreeding (BREWSTER, 2008). Production of onion inbreds is a time consuming task
because of the biennial and open-pollinated nature of the plant. Up to five generations of
selfing (~10 years) are required to stabilize agronomically important traits (ALAN et al,
2004). The knowledge of the nature and the value of the relationship between the traits of

interest is very important, since it is possible to select a main trait, with low heritability or
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difficult measurement, obtaining higher genetic gain faster than with direct selection (CRUZ
et al., 2004). In addition, it is possible to identify the inheritable proportion of the phenotypic
correlation, that is due to genetic causes (genotypic correlation), and to evaluate the
interaction between them and the environment.

There are a few investigations about correlations between traits evaluated in onion.
Loges et al. (2004) evaluated 62 progenies of half-sibs of the Vale Ouro IPA-11 onion
cultivar, and founded that the marketable bulb production can be increased through the
selection for high weight and percentage of marketable bulbs. Mallor et al. (2009) evaluated
15 grower’s open-pollinated lines of the cultivar “Fuentes de Ebro” for the traits bulb weight,
size, soluble solids content and pungency. They found higher levels of genetic variation for
bulb size and pungency than for soluble solids content, and significant phenotypic correlations
indicated that milder onion tends to show larger size and lower soluble solids content. Porta et
al. (2014) worked with S1 creole lines obtained from one cycle of self-pollination. The
authors found positive correlations between plant’s vigour, measured 80 days after sowing,
and bulb weight, number of leafs and neck diameter. There were no researches in the
literature where plant, bulb and production traits were correlated in segregating onion lines,
obtained from populations of two or three plants.

The aim of this work was to estimate the genotypic, phenotypic and environmental
correlations between the characteristics of the plant, the bulb and seed production in onion

segregating populations obtained from different breeding methods.

5. 3. Materials and Methods

The experiment consisted in 33 populations of onion (Al/lium cepa L.), in different
generations of genetic segregation (F2Si, F2S2, S4 and S3), obtained from generations which
had low or moderate inbreeding level. Agronomic traits were evaluated for two years (2014
and 2015), in the vegetative and reproductive stage of the crop. The experiments were carried
out at the Bayer Vegetable Seeds’ experimental field (Latitude: 18° 55' South and Longitude:
48° 16' West, Altitude of 873m) and the populations used belong to the breeding program of

the company in Brazil, in Uberlandia, Minas Gerais state.

5.3.1. Experimental design, field layout and crop management
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The experiment was laid out in a randomized block design with three replications.
Each plot consisted in five rows of one-meter length x 0, 9 meters width. The distance
between plants was 5 cm and the distance between rows was 20 cm, with 100 plants per plot.
The observations were recorded per plot and for the non-measurable traits were used an scale
from 1 to 9, where 1 represents the worst value for the trait and 9 represent the best value of
the trait.

The plants were sown on 19th March 2014 and were transplanted on 27th April 2014.
The field was fertilized according to the recommendations for the onion crop. The traits
evaluated in the vegetative phase were: Plant Vigor at 90 and 120 DAS (days after sowing):
through the measure of the leaf diameter, plant height and number of leaves; Plant Height at
150 DAS, in centimeters; ‘neck’ Diameter: using a rating of 1 (thick) to 9 (thin); Plant
architecture: being 1: prostrated, 9: erect; Cycle, in days from sowing to ‘top down’ (more
than 50% of the plants fall or in tops down); Severity of Botrytis spp., evaluated according
with the severity of the pathogen Botrytis cinerea in the plot.

After the bulb’s harvest, the following evaluations of the bulb were done: skin colour,
where the higher rating was to the bulbs with dark brown colour; Bulb Firmness; Number of
Bulbs per plot; Commercial Bulbs: percentage of marketable bulbs, belonging to the classes
IL, IIT and IV of bulb diameter and Total Production, in kg/plot.

When the evaluations were finalized, the bulbs were stored and vernalized for about
three months until the sowing in the field for the evaluation of traits related to seed
production. The bulb’s transplant for the formation of these second field (reproductive phase)
was on 30/04/2015.

The traits evaluated related to the seed production were: General characteristics of the
plant at 30, 60 and 90 DAT (days after transplant), evaluating the number, the diameter and
the stem’s height, the umbel’s size in average in the plot, where the higher value got the
higher mark; Stem’s vigour: using a rating of 1 (low) to 9 (high); Umbel’s vigour: 1 (low) to 9
(high); Number of umbels: number of umbels per plot before the seed’s harvest; Flowering
uniformity, it was counted the number of umbels with open flowers per plot weekly using a
rating of 1 (less uniform) to 9 ( more uniform); Seed setting, using a rating of 1 (low setting of
seeds) to 9 (high setting of seeds); Resistance in Alternaria: it was evaluated according to the
severity of Alternaria solani in the plot, where 1: low severity and 9: high severity; Seed

yielding per umbel: average mass (in grams) of seed per umbel in the plot.
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5.3.2 Data analysis

The estimation of the correlation coefficients genotypic (rg), phenotypic (rp) and
environmental (re) were obtained through analysis of covariance, combining the pairs, in the
first place of the vegetative characteristics and then of the reproductive ones, in all of the
possible combinations in each phase (CRUZ & REGAZZI, 2004). The t test was used to
calculate the statistical significance of the estimates at 1% and 5% level. The program

GENES (CRUZ, 2013) was used to do the statistical analysis.

5.4. Results and Discussion

Most of the estimations of the genetic correlations (rg) were higher than the
phenotypic (rp) and the environmental (re) ones (Tables 1 and 2), showing a greater influence
of the genetic component in relation with the others. According to these results, Mohanty
(2001) observed in his study of genetic variability, interrelationship and path coefficient in 12
onion varieties that the genotypic correlations were of a higher magnitude than the
corresponding phenotypic ones for all the character combinations. Gashua et al. (2013)
obtained similar results in their inheritance studies for quantitative traits in onion. Haydar et.
al. (2007) also reported that the genotypic correlation coefficients were higher than the
phenotypic ones between traits of the bulb yield components in their experiment with 10
onion varieties. They suggested that there was an inherent association among the traits but the

environment minimized the phenotypic association.
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Table 1: Phenotypic (rp), genotypic (rg) and environmental (re) correlations between fourteen
vegetative and bulb production traits, evaluated in different genetic generations, Uberlandia-

MG.
PV120 HP ND PA CYCLE SB SC BF TB PC BP
p 0,757 -0,14 0,63 063" -0,12 0,06 -0,15 0,24 -0,01 0,07 0,17
PV90 rg 098 -0,39 1,00 0,97 -0,14 0,08 -0,22 0,35 -0,14 0,10 0,19
re 050 -0,05 0,05 -0,12 -0,14 0,01 0,05 0,03 0,21 0,16 -0,04
p -0,21 0,71 0,60  -0,15 0,16 -0,08 0,01 -0,15 0,32 0,14
PVI20 rg -0,64 1,00 0,88 -0,18 0,25 -0,11  -0,08 -0,31 -0,40 0,10
re -0,04 0,18 -0,10 -0,12 -0,04 -0,03 0,30 0,12 0,21 0,24
p 0,10 -0,39" -0,16 0,36" 0,35 -0,03 -0,30 -0,03 0,05
HP rg -0,05 -0,92*" -0,41 0,93 0,95 -0,19 -0,95" -0,34 0,13
re 0,23  -0,05 -0,06 0,12 -0,08 0,09 0,03 0,15 0,03
p 0,28 -0,21 0,25 -0,09 -0,26 -046" 0,35 0,05
ND rg 0,37 -0,24 0,30 -0,11  -0,35" -0,53* 0,36 0,08
re -0,09 -0,05 0,07 0,09 0,09 -0,27 0,32 -0,07
p 0,08 -023 -0,42" 021 0,11 0,18 0,13
PA rg 0,07 -0,22 -0,44" 0,24 0,18 0,28 0,18
re 0,21 -0,28 -0,13 -0,04 -0,23 -0,26  -0,22
p -0,81"  -0,39"  -0,30 -0,03 -0,05 -0,27
CYCLE rg -0,86""  -0,41" -0,34  -0,04 -0,05 -0,31
re -0,46™ 0,05 0,07 -0,01 -0,02 0,09
p 0,40° 0,11 -0,05 0,16 0,22
SB rg 043" 0,11 -0,04 0,18 0,26
re -0,10 0,11 -0,12 0,10 -0,04
p 0,17 0,13 -0,24 0,13
SC rg 0,18 0,15 -0,30 0,15
re 0,09 0,05 0,10 0,03
p 0,44  -0,27 0,22
BF rg 0,577 -0,40" 0,23
re -0,02 0,18 0,12
p -0,20  0,44™
TB rg -0,17 043"
re -0,27 051"
p 0,27
PC rg 0,33
re 0,11

PV60: Plant vigor at 60 days PV120: Plant vigor at 120 days PH: Plant height ND: Neck diameter PA: Plant architecture
CYCLE: Duration of the cycle SB: Severity at Botrytis SC: Skin color BF: Bulb firmness TB: Total bulbs PC: Percentage of
commercial bulbs BP: Bulb production

** * . Significant at 1% and 5% probability respectively, by Student's t-test.

++,+ : Significant at 1% and 5% probability respectively, by Bootstrap method with 5000 simulations.

High genetic correlation was found between the traits plant vigour at 120 DAT and

neck diameter (1,00), plant height and plant architecture (0,92), general appearance at 60 days
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and umbel’s vigour (0,89), seed setting and number of seeds per umbel (0,89). These results
revealed a direct relationship between these traits, making possible the indirect selection from
only one of them.

Negative genetic correlations were observed between plant height and total number of
bulbs per plot (-0,95) and between neck diameter and total number of bulbs per plot (-0,53). A
higher number of bulbs per plot is desirable in a breeding program, since it enables the
multiplication, the bulb selection and the evaluation of a new genotype’s cycle. The larger
plant vigour, showed by the higher height and neck diameter, did not represent a higher
number of bulbs per plot (Table 1).

The genotypic, phenotypic and environmental correlation coefficients for plant and
bulb characteristics were low, under 0,50, for most of the traits (Table 1), except for plant
vigour and its components (plant height, neck diameter and plant architecture). The greater rp
and rg coefficients were observed between the traits plant vigour at 120 DAT and neck
diameter (0,71 and 1 respectively), plant height and plant architecture (-0,39 and -0,92) and
cycle and Botrytis severity (-0,81 and -0,86). The rg had the same sign, and in most of the
correlations, higher values than the rg related (Table 1). Torres et al. (2016), found identical
results in their experiments with Urochloa brizantha, revealing the reduction of the
phenotypic expression in front of the environment influence.

Despite the high rp founded between some traits, mainly those associated with the
vegetative phase, it is important to clarify that the rf can induce false interpretations.
Galmarini et al. (2001) reported significant phenotypic correlations among soluble solids
content, total dry matter, pungency, and onion-induced in vitro antiplatelet activity in their
work with onion F3M families derived from a cross between two inbred populations. The
strong phenotypic and genetic correlations revealed by this study may be the result of linkage
among genes that independently control these traits or to pleiotropic effects of the same
gene(s).

The bulb’s traits presented a low but significant rg between total number of bulbs and
bulb’s production (0,43). Despite this, it is not possible to do indirect selection of the trait,
because the genetic gain is low and there is not a time gain comparing with direct selection.

The re between traits with differences in magnitude and sign, related to the respective
rg correlations, showed that the environment benefited a trait putting other at a disadvantage.
Also demonstrated that the causes of the genetic and environmental variations present
different physiological mechanisms, what can make difficult indirect selection (Cruz et al.,

2004).
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The rp estimations for the seed production traits were higher than the ones related to
the plant and the bulb. The traits general characteristics of the plant at 30 DAT, general look
at 60 DAT, stem vigour, number of umbels and flowering uniformity, presented high
correlations between them (Table 2), what would allow the selection of one or two of these
traits in a breeding program at a lower cost.

Positive and high rp coefficients were observed between “flowering uniformity” and
the traits general characteristics of the plant at 30, 60 and 90 DAT, demonstrating that a
higher plant vigour causes lower flowering outbreaks, and therefore, higher uniformity. On
the other hand, the rp between flowering uniformity and number of umbels was negative (-
0,46), similar results were obtained by Sunil et al., in their work with 23 inbred lines in India.

A considerable reduction in the correlations magnitudes was observed in the traits seed
setting, Alternaria resistance and seed yielding per umbel. It elucidates that the higher umbels
vigour did not reflect in a higher seed setting. The rp and rg between umbel vigour and seed
setting were 0,25 and 0,27 respectively. These results suggest that it is not possible to select
populations with high seed production potential through traits related to plant vigour, because
other factors such as pollinator attraction, genetic compatibility, maturation and plant
physiology at the end of the cycle are involved. Onion is an allogamous plant so pollinators
are essential for seed production. According to Nascimento et al. (2012), a poor pollination is
one of the causes of a low seed production. The absence of natural pollinators on onion seed
plantations poses a serious problem for breeders all over the world. Widespread use of the
honeybee as the pollinator does not always bring about the expected results because the onion
nectar is not particularly attractive for it and the appearance of different sources of
nourishment can easily pull away this bee from plantations of flowering onion (WILKANIEC
et al. 2004).

Despite this, significant re was observed between general plant look at 90 days and
seed yielding per umbel (0,53), supporting the hypothesis that these results could be
influenced by the sowing date, considering that several populations were evaluated, so the
different adaptation ability could influence the rp and rg founded. According to this, Mondal
et al. (1986) in their experiment with spring- and autumn-sown onions planted in two dates
observed that for each cultivar the maturity date increased linearly with decreases in the
percentage radiation intercepted by the leaf canopy. the productivity of onion crops is strongly
influenced by the time of the onset of bulbing and the duration of bulb growth. Bulb
formation in onion is a process consisting of both growth and apical development (Brewster,

1990).
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High and positive rp and rg were observed between the traits seed setting and seed
yielding per umbel (0,87 and 0,92 respectively). The traits Resistance in Alternaria and seed
yielding per plot were positive correlated, (rp: 0,72 and rg: 0,82). Similar results were
obtained by others authors, like Mamgain et al. (2013) in their work with mustard (Brassica
juncea) in India. They observed great damages in the plant tissues and in the seed production
caused by the necrotic nature and the high potential of the specie toxins. The yield losses can
reach up to 50%, if the climate conditions were propitious for the fungus infection.

Despite the low magnitude, it was observed positive phenotypic correlation between
general aspect of the plant at 90 DAT and seed setting (0,37) and Resistance in Alternaria
(0,47). The correlations between the traits related to seed production (stem vigour, number of
umbels, umbel vigour) were not significant and presented low magnitude, supporting the fact
that the physiological processes at the end of the plant cycle are decisive to define the seed
yielding per umbel produced.

Correlation coefficients around zero were founded between traits associated with seed
production (Table 2), revealing the absence of a linear relation between them (CRUZ et al.,

2004).
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Table 2: Phenotypic (rp), genotypic (rg) and environmental (re) correlations between twelve
characters of seed production, evaluated in different genetic generations, Uberlandia-MG.

Carater GA60 GA90 VS VU NU NP FU FF RA SYU

m 093" 086" 078" 081" -0,56" -0,33 0,90 0,15 0,27 0,04
GA30 rg 0,96 0,91 0,82 0,88 -0,60 -0,36 0,94 0,15 0,28 0,04
re 0,657 027 0,31 0,25 0,08 0,10 0,27 0,22 0,11 0,10

p 0,92 091™ 089" -051" -026 085" 0,15 0,29 -0,01
GA60 rg 0,96 0,95 0,96 -0,55 -0,29 0,89 0,12 0,30 -0,04
re 0,52  0,49™ 0,34" 0,06 0,15 0,36 0,30 0,07 0,19
p 0,84™  0,88™ -0,37°  -0,10 080" 0,37 0,47 0,16
GA9 rg 0,89 0,95 -0,41 -0,11 0,84 0,39 0,49 0,17
re 0,37 0,18 0,16 0,45 0,29 0,21 0,20 0,53™
p 0,89  -0,52" -0,33 0,65 0,09 0,21 -0,08
VS g 0,94 -0,57 -0,36 0,68 0,07 0,23 -0,11
re 0,53 0,16 0,10 0,31 0,22 0,07 0,13
p -0,44™ 0,20 0,75™ 0,25 0,32 0,09
vu rg -0,50 -0,23 0,81 0,27 0,36 0,09
re 0,12 0,14 0,29 0,18 -0,04 0,12
p 0,85 -0,46" 0,05 -0,10 -0,09
NU rg 0,86 -0,51 0,07 -0,11 -0,08
re 0,63 0,21 -0,11 0,05 -0,21
p -0,27 0,18 0,04 0,02
NP rg -0,29 0,21 0,04 0,03
re 0,09 -0,04 0,07 -0,12
p 0,14 0,24 0,03
FU rg 0,13 0,25 0,03
re 0,18 0,02 0,01
p 0,84™ 0,87"
SS rg 0,95* 0,92*
re 0,22 0,72""
p 0,72*
RA rg 0,82"
re 0,19

GA30: General appearance at 30 days GA60: General appearance at 60 days GA90: General appearance at 90 days VS:
Vigor of stem VU: Vigor of umbel NU: Number of umbels NP: Number of plants FU: Flowering uniformity SS: Seed setting
RA: Resistance to Alternaria SYU: Seed yielding per umbel.

** * : Significant at 1% and 5% probability respectively, by Student's t-test.

++,+ : Significant at 1% and 5% probability respectively, by Bootstrap method with 5000 simulations.
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5.5. Conclusions

Genetic correlations were higher than fenotipic and environmental ones, for the most
agronomic traits in onion;

Plant vigor at 120 DAS was genetically correlated with plant architecture (rg= 0,88"")
and neck diameter (r;= 1,00™), as plant high and bulb skin color were genetically correlated
(rz=0,95");

The trait seed setting was genetically correlated with Alternaria resistence (rg=0,95")
and seed yielding in grams for umbel (r,=0,92"). These both last traits culd be used as an

indirect selections criteria for high seed yielding in onion.
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CAPITULO 5

USO DE MARCADORES MOLECULARES ASSOCIADOS AO EFEITO
ENDOGAMICO EM CEBOLA
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6 USE OF MOLECULAR MARKERS ASSOCIATED WITH INBREEDING EFFECT
ON ONION

6.1. Abstract

There are reports in the literature that intercrossing among a few plants occurs
naturally, mainly due to the low dispersion of pollen grains, and promote the reduction of
depression due to endogamy at the population level. There are practically no studies of this
nature involving onion culture; this study aims to discuss the genetic basis of the inbreeding
effect, to raise possible hypotheses based on the available literature as well as on the results
obtained with the use of SSRs on the effects that proposed sibs can affect endogamic
depression. To this end, 12 onion populations belonging to the Bayer company's onion
breeding program were used (derived from four different backgrounds), obtained through
self-fertilization of a plant, two-plant intercrossing or three-plant intercrossing. Three
individuals of each lineage were used in the analyzes. The amplifications were performed
using a set of primers, selected for their higher polymorphism, according to previous studies
of germplasm characterization carried out by CITA-Spanish researchers and representative of
the onion genome. The results demonstrated that the SSRs used may be useful for detecting
variability in Brazilian onion germplasm so that inbreeding depression cannot be readily
interpreted as due to homozygous effects for deleterious mutations. The self-fertilization, in
general, provided lower heterozygosity, which grows as more plants were added to the
crosses. It is suggested that intercrossing should begin in populations with a low level of

inbreeding, to the best advantage of the method.

Keywords: SSR in intercrossing; polymorphism in onion; genotyping; primers.

6.2 Introducao

Atualmente entre os marcadores moleculares utilizados, os microssatélites ou SSR’s
vém sendo muito Uteis em programas de melhoramento vegetal por apresentarem maior
conteudo informativo. Os SSR’s se distinguem dos demais por serem abundantes, podendo
estar ligados a locos representativos de todo o genoma, apresentam o carater co-dominante,
podendo diferenciar os homozigotos dos heterozigotos formando locos genéticos altamente

polimérficos e serem de natureza multialélica (XANTHOPOULOU et al., 2014). Ainda se
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caracterizam por necessitarem de pequenas quantidades de DNA e serem transferiveis entre
espécies de um mesmo género.

Os microssatélites sao pequenas sequéncias repetidas em tandem que variam de 1 a 6
pares de bases. Estes marcadores destacam-se pela grande variagdo no nimero de repetigoes,
resultantes de eventos mutagénicos dindmicos e complexos como: crossing over desigual,
retrotransposicdo e, principalmente, deslizamento da DNA polimerase (s/ippage)
(BHARGAVA & SHARMA, 2013). Sao muito uteis quando o intuito ¢ diferenciar genotipos
de base genética muito estreita (como ocorre com Allium cepa L.), devido a sua alta
frequéncia de heterozigosidade e sua caracteristica multialélica, propiciando discriminacdo
mais precisa (KIRST et al., 2005). A grande limitacdo e dificuldade na utilizag@o dessa classe
de marcadores estd na necessidade do isolamento e desenvolvimento de primers especificos
para cada espécie, sendo esse processo demorado, trabalhoso e de alto custo.

Para Allium cepa, o conhecimento da diversidade e dos recursos genéticos ainda ¢
limitado, o nimero de SSR disponiveis na literatura ¢ bastante limitado, e alguns tém
aplicagdo complexa (JAKSE et al., 2005). 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 e devido seu ciclo bienal (MCCALLUM e HAVEY, 2006). Até o
momento apenas 67 SSR foram publicados para cebola.

Fischer e Bachmann (2000) em estudo taxondmico foram os primeiros a desenvolver
marcadores SSR’s especificos para a cebola, os autores usaram 30 primers de microsatélites
para tentar discrimar acessos interespecificos do género Allium. No entanto as amplificagdes
obtidas foram complexas e os autores concluiram que tais primers ndo seriam suficientes para
permitir seu uso mais amplo em estudos de mapeamento e diversidade genética. Masuzaki et
al. (2006), utilizando grande parte destes mesmos primers, relataram maior polimorfismo e
poder discriminante em um subconjunto deles. Nos ultimos anos marcadores SSR’s tem sido
desenvolvidos em estudos de mapeamento do genoma da cebola (BALDWIN et al., 2012),
discriminacao de cultivares (KISHA ¢ CRAMER, 2011; KHAR et al., 2011) e acesso de
diversidade genética em variedades locais de cebola na Espanha (MALLOR et al., 2014).

Apesar do avango nas pesquisas com a obtengao de marcadores SSR’s especificos para
a cebola, ndo ha estudos relacionando o uso destes marcadores com efeito endogamico, por
isso foi proposto este estudo inicial que visa caracterizar a nivel molecular linhagens de
cebola (Allium cepa L.) com diferentes ‘backgrounds’ e niveis de endogamia, proporcionadas

pela fecundagdo cruzada (‘sib’) de duas e trés plantas, comparativamente a de uma planta
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autofecundada. O estudo visa discutir e levantar hipoteses acerca das possiveis diferengas de
polimorfismo e niveis de heterozigosidade, observadas nas linhagens advindas dos diferentes

numeros de plantas intercruzadas e autofecundada.

6.3 Material e métodos

As analises moleculares foram realizadas de marco a julho de 2017, no laboratorio de
biotecnologia do Centro de investigagdo e tecnologia agroalimentar de Aragon (CITA), na
Espanha (latitude 41739 N). O qual nos ultimos dois anos validaram cerca de 22 primers na
caracteriza¢do do banco de germoplasma do género A/lium na Espanha.

As populacdes de cebola do presente estudo pertencem ao programa de melhoramento
de cebola da empresa Bayer, do qual foram utilizadas doze linhagens (derivadas de quatro
diferentes ‘backgrounds’) obtidas através de autofecundagdo de uma planta, intercruzamento
de duas plantas ou intercruzamento de trés plantas. Utilizaram-se trés individuos de cada
linhagem nas andlises. Os detalhes sobre as caracteristicas de cada linhagem estdo descritos

no Quadro 1.

Quadro 1: Descricdo dos backgrounds, geragdes e nivel de endogamia em 12 populacdes

segregantes de cebola.

Background Geracoes™ Codificacao Nivel médio de endogamia

1. GRxGR F2S3 A

2.GRxGR F2S,SIB2plantas B2

3. GRxGR F2S,SIB3plantas Cs Moderado
4. IP-1 S4 Al

5.IP-1 S3SIB2plantas B>

6. IP-1 S3SIB3plantas Cs

7. GRxIP-1 F2S1 Ay

8. GRxIP-1 F»SIB2plantas B2

9. GRxIP-1 F2SIB3plantas Cs Baixo
10. IP-2x1P-3 F»S1 Ay

11. IP-2xIP-3 F,SIB2plantas B>

12. IP-2x1P-3 F»SIB3plantas GCs

* S/ indica o numero de autofecundac¢des realizadas A= Autofecundacdo; B,= intercruzamento de duas plantas; Cs=

intercruzamento de trés plantas
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Para o estudo realizado com marcadores de microssatélites foi realizado, a partir de
folhas, o protocolo de extragdo de DNA CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990), com modificagdes
para A. cepa. A qualidade e a concentracdo do DNA extraido foi verificado em gel de agarose
a 2%. As concentragdes finais de DNA foram ajustadas para 10 ng. pL™! com um tampdo
MTE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, 1 mM de EDTA).

As amplificagdes foram realizadas usando um conjunto de primers (Tabela 1),
selecionados por seu maior polimorfismo de acordo com os estudos anteriores de
caracterizacdo de germoplasma realizado pelos pesquisadores do CITA e que fossem
representativos do genoma da cebola (um para cada um dos oito cromossomos catalogados
para Allium cepa).

A amplificagdo por PCR foi realizada numa solugao final de 20 pL contendo 10 ng de
DNA genomico, 1x tampao de PCR (20 mM de Tris-HCI pH 8,4 + 50 mM de KCl), 2 mM de
MgCl,, 65 uM de ANTP (Invitrogen), 0,25 pL de DMSO (>99,9% Sigma), 0,2 U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 0,0625 uM do primer ¢ 0,25 uM de cada
iniciador reverso e cauda MI13 (5’- CACGACGTTGTAAAACGAC-3’) marcado na
extremidade 5’ com um dos 2 corantes fluorescentes 6-FAM ou HEX (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) (SCHUELKE, 2000). As reagoes de PCR foram realizadas num
termociclador (modelo 9700, Perkin-Elmer Corp., Norwalk, CT, EUA) sob as seguintes
condi¢des ciclicas: 5 min de desnaturagdo a 94°C seguido de 4 ciclos de 30s a 94°C, 45s a
55°C (sendo que, a cada ciclo a temperatura diminuia 1°C) e 45s a 72°C. Isso foi seguido por
36 ciclos a 94°C por 30s, 58°C por 45s e 72°C por 45s, com uma extensao final em 72°C por
10 min. Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese capipar em um ABI
3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os dados brutos
produzidos e a genotipagem foram obtidos usando o software GeneMarker® (Softgenetics,
LLC, State College, PA, USA).

Os microssatélites foram comparados observando os seguintes fatores: o tamanho dos
fragmentos amplificados identificado pela observacao dos diferentes fluorocromos utilizados
em cada microssatélite e localizagdo cromossomica. A andlise da possivel relacdo de cada
loco (identificado pelo primer) com a depressdo endogamica observada em cebola, foi
realizada através do acesso aos bancos de informagdes GenBank da NCBI (National Center

for Biotechnology) e ENA (European Nucleotide Archive) e literatura disponivel.
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Tabela 1: Primers microssatélites de Allium cepa utilizados nas andlises. Nome do loco,
sequéncia do primer Forward (F) e Reverse (R) e nimero de acesso no GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

a . Numero de acesso
Loco Sequéncia do primer

GenBank

ACMI101 F-CCTTTGCTAACCAAATCCGA CF443425
R- CTTGTTGAGAAGGAGGACGC

ACM138 F-ACGGTTTGATGCACAAGATG CF451850
R-CCAACCAACAGTTGATACTGC

ACM134 F- ACACACACAAGAGGGAAGGG CF449417
R- CACACACCCACACACATCAA

ACM146 F: ATGTCCCAATTCGACCAGAG CF446333
R: CGTTACGGCTGAGAACTTCC

ACM240 F-GTGCAACTCCAAGAGAAGGG CF444554
R-AATATAAAGGCGTTGGCCTG

ACM255 F-AAATTCCCAAAACGAAACCC CF449065
R-GGGTTTCAGGAACAGTCAGC

ACM322 F- TTCTTCTCCTATCCAGCTATCG ES449660
R-GTGATTTGGGAGGGGATTTT

ACM235 F-ACGCATTTTCAAATGAAGGC CF441946

R-TGAGTCGGCACTCACCTATG

Tabela 2: Primers microssatélites de Allium cepa utilizados nas analises. Temperatura de
anelamento (Ta°® C), conteudo de informacao de polimorfismo (PIC) médio relatado por Jakse
et al. (2005), McCallum et al. (2008), Mallor et al. (2014), amplitude de tamanho dos

produtos encontrados para cada loco e posi¢do no cromossomo do SSR.

Loco Ta°C PIC (%) Amplitute (pb) Posigdo (cM)
ACMI101 58 0,71 209-248 14,2 Cromossomo 1
ACMI146 58 0,77 213-242 73,0 Cromossomo 2
ACM240 55 0,53 213 114,5 Cromossomo 3
ACM255 55 0,58 180 82,7 Cromossomo 4
ACM138 55 0,67 235-286 346,9 Cromossomo 5
ACM322 60 0,62 269 33,5 Cromossomo 6
ACM134 55 0,72 192-212 78,2 Cromossomo 7
ACM235 60 0,75 288-304 254.4 Cromossomo 8

*Foi utilizado o fluor6foro FAM em ACM101, ACM146, ACM138 e ACM322 e HEX nos demais.

Além da analise da regido de amplificacdo do primer, foi obtido o nimero médio de
alelos por loco (Am) pela relagdo entre o niimero total de alelos e o nimero total de locos. A
diversidade entre as linhagens segregantes foi calculada a partir da frequéncia alélica, (pi) e da
heterozigosidade observada.

A heterozigosidade foi calculada para os locos identificados de cada uma das 12
populagdes em estudo por meio da expressdo: H= 1 — Ypi, em que pi é a frequéncia do alelo

1.
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6.4 Resultados e discussao

Dos oito locos microssatélites testados, dois ndo amplificaram para o tamanho de
banda buscado (20%) e seis apresentaram-se consistentes (80%) com certo padrdo
polimérfico. Esses valores encontrados confirmam o elevado conteudo de informagao
genética esperado para marcadores microssatélites, assim como ja observado por McCallum
et al. (2008), Santos et al. (2010) e Hanci & Gokge et al. (2016), todos caracterizando Allium
cepa. No entanto as amplificagdes polimorficas foram de dificil interpretagdo, assim como a
leitura dos picos stutter durante a genotipagem utilizando o programa GenMarker. Varios
autores como Jakse et al. (2008) e Lee et al., (2013), relataram a complexidade das condigdes
para as reagdes de PCR e o enorme genoma da cebola como fatores que tornam os SSR de
dificil interpretacdo para genotipagem em cebola como observado neste trabalho.

Esses fatores contribuiram para que, at¢é o momento, ndo ocorresse 0 sequenciamento
completo do genoma da cebola, o que facilitaria estudos desta natureza. Todavia estudos
recentes como o de Shukla et al. (2016) e o projeto Sequon - Onion Genome Sequencing
colocam o sequenciamento completo do genoma da cebola como questdo de tempo, os autores
propdem uma compilacao de todos os dados disponiveis no banco de marcadores funcionais
EST-SSR e RNA sequenciados em Allium cepa juntamente com os marcadores ja registrados
no GenBank. Em uma segunda etapa, os trabalhos também visam uma predicio do mRNA
com os respectivos genes sequenciados, podendo com isso evidenciar o processo de
transferéncia da codificagao do DNA.

No caso do microssatélite ACM 235, apesar de nao haver amplificado banda na regiao
buscada (a literatura relata banda de 288 a 304 pb), apresentou grau de polimorfismo
interessante entre as linhagens segregantes (Figura 1), apresentando-se promissor para futuros
estudos com cebola. McCallum et al. (2006) realizando mapeamento genético para estudar o
gene de maior efeito sobre os teores de acucares no bulbo, identificou o marcador ACM235
como sendo o mais polimorfico e com significativa relagdo com os teores de frutano no bulbo.

As doze populacdes segregantes estudadas apresentaram diversidade genética para os
oito locos analisados com total de 49 alelos nas progénies derivadas de autofecundag¢ao, 52 do
intercruzamento entre duas plantas e 55 alelos quando trés plantas foram intercruzadas
(Tabela 3). Para a situagdo onde autofecundou-se uma planta, os individuos amostrados da
populacgdo apresentaram um nimero menor de alelos (49 no total) do que o observado no ‘sib’
de duas plantas (52 no total), sugerindo a imigragdo de alelos, devido a maior segregacao dos

genes. Cabe ressaltar, todavia que estes resultados sdo apenas sugestivos a um menor efeito
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endogdmico quando utilizaram-se duas e trés plantas, comparativamente a uma planta
autofecundada. Um estudo com maior nimero de plantas daquelas que foram utilizados neste
trabalho deve ser considerado.

O niimero médio de alelos em cada locos (R) variou na média de 1,71 a 4,43. Santos et
al. (2010) em estudo de caracterizagdo molecular de cultivares de cebola com marcadores
microssatélites detectou 40 alelos nos 13 SSR polimoérficos encontrados, sendo que o nimero
médio de alelos por loco variou de dois a sete, com média de trés alelos por SSR nas 44
cultivares de cebola genotipadas, resultados semelhantes aos reportados neste estudo.

Para os primers ACM146 ¢ ACM134 foi observada variagdo alélica por loco maior,
enquanto que dos primers que promoveram alguma amplificacdo, no ACM240 o numero de
alelos foi menor. Rivera et al. (2016) avaliando a diversidade genética em variedades locais
de cebola (Allium cepa L.) no nordeste da Espanha, também colocaram o primer ACM146
dentre os que proporcionaram maior variacao alélica, evidenciando o potencial deste SSR na
caracterizagdo da variacdo intrapopulacional. Segundo Brown & Weir, 1983 a variacdo alélica
caracteriza um componente da diversidade em uma populacdo, que ¢ a riqueza alélica.
Quando o polimorfismo ¢ alto, espera-se que esta medida também seja alta. Praticamente ndo
houve diferencas quanto ao nimero médio de alelos entre as diferentes formas de obtencdo

das linhagens (Tabela 3).

Tabela 3: Numero total de alelos observados (k) e nimero médio de alelos por locos (R) para
oito marcadores SSR para cebola, avaliados em trés diferentes geragdes genéticas.

Autofecundacao Sib 2 plantas Sib 3 plantas

Loco k’ R k R k R
ACM101 8 3,42 9 3,86 10 3,71
ACM146 11 4,42 13 4,29 14 4,29
ACM240 6 1,71 6 2,00 6 2,00

ACM255 0 0 0 0 0 0
ACM138 8 3,42 8 3,43 9 3,71
ACM322 7 3,52 7 3,43 7 3,57
ACM134 9 4,00 9 4,29 9 4,43

ACM235 0 0 0 0 0 0

Total de alelos 49 52 55

“Considerando os trés individuos amostrados por populagdo

A média da heterozigosidade (H) dos seis locos SSR que amplificaram foi 0,21 e os
locos ACM146 e ACM134 apresentaram as maiores frequéncias de heterozigotos (Tabela 4).

A frequéncia de heterozigotos representa a existéncia de variabilidade, pois cada individuo

61



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.

De um modo geral foi observada baixa frequéncia de heterozigotos nas progénies
oriundas das diferentes formas de conducdo das geragdes com amplitude de 0,06 a 0,43.
Trifonova et al. (2017), trabalhando com microssatélites na andlise da diversidade genética
em espécies endémicas de Allium regelianum, encontraram propor¢do de heterozigotos
variando de 0,14 a 0,29, valores proximos aos deste estudo, enquanto Mallor et al. (2014),
trabalhando com diferentes espécies do género Allium, relataram valores superiores com
proporc¢ao de heterozigotos chegando a 0,92. Certamente, a alta propor¢do de homozigotos
encontrados neste estudo, pode ser explicado por tratar-se de populagdes melhoradas com
base genética estreita, que ja vinham em um processo de selecdo, o que acaba por pronunciar
o efeito endogdmico nas linhagens segregantes.

Analisando-se os backgrounds ‘GR x GR’ e ‘IP-1’, nas trés geragdes estudadas (todos
com moderado grau de endogamia) observaram-se os menores valores de heterozigosidade
(H=0; 0,19; 0,19; 0,06; 0; 0,20) (Tabela 4). Por outro lado, como era de se esperar, as
geracOes estudadas sobre os backgrounds ‘GR x IP-1° e ‘IP-2 x IP-3’ (todos com baixo grau
de endogamia), apresentaram os maiores valores de heterozigosidade (H=0,20; 0,22; 0,33;
0,15; 0,27 e 0,43). Esses resultados demonstram que as autofecundagdes iniciais (duas e trés)
feitas no primeiro grupo de backgrounds (‘GR x GR’ e ‘IP-1") contribuiram para reduzir a
variabilidade genética, independentemente da geracdo em estudo (A1, B2 e C3). Os resultados
permitem ainda comparar a eficacia destes marcadores SSR na predicdo de variabilidade
genética em cebola.

Analisando-se conjuntamente todas as quatro geragdes de A1, Bz e Cs- cujas médias de
heterozigosidade (H) encontram-se ao final da tabela 4- 0,08; 0,14 e 0,23, respectivamente;
constatou-se que a autofecundagdo, em geral, proporcionou menor heterozigosidade, que
cresce a medida que se adicionou mais plantas aos cruzamentos. Este principio € muito
conhecido, mas cabe ressaltar que pode haver grande vantagem sob o ponto de vista que
ocorra uma menor depressdo por endogamia, quando se realiza os ‘sibs’ entre trés plantas, e
ainda assim, prevaleca um bom nivel de uniformidade nessas populagdes, o que foi verificado
para uma série de caracteristicas agronomicas (dados nao apresentados).

O padrao alélico e as estimativas de pares de bases para os alelos encontrados em seis
locos SSR neste trabalho sdo um primeiro passo, envolvendo marcadores SSR em estudos de
efeito endogdmico, podendo auxiliar futuras pesquisas e programas de melhoramento

genético que visam producao de hibridos de cebola no Brasil.
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Evidéncias sugerem que a alta aptiddo dos heterozigotos em comparacdo com
homozigotos (sobredominancia) ndo ocorre em um unico loco, devido a limitagdo dos QTLs,
que permitem identificar somente regidoes do genoma responsaveis pela expressdo de
caracteres fenotipicos, a identificagdo de um tunico gene ¢ raramente possivel neste tipo de
mapeamento (e ainda ndo foi alcangado para tais situagdes de multilocus como ocorre no
efeito endogamico). O desafio entdo estd na elucidacdo da agdo dos genes responsaveis e
como o fendmeno de sobredominancia contribui para o aumento das mutagdes deletérias.

Este trabalho ¢ o primeiro estudo em cebola que visa discutir os efeitos causados pela
endogamia na obten¢do de linhagens e posterior obtencdo de hibridos. A proposta de
intercruzar poucas plantas em contrapartida ao tradicional método onde se realiza sucessivas
autofecundagdes, foi satisfatoria no sentido de gerar informagdes preliminares e levantar
questdes sobre o fendmeno genético. Os resultados fenotipicos deste estudo evidenciaram
diferengas entre os métodos de condugdo, demonstrando que intercruzar poucas plantas pode
ser aplicado na pratica para obtencao de linhagens de cebola.

No entanto para relacionar tais informacdes com o efeito endogamico observado seria
necessario informacgdes dos parentais e elucidagdo do mapa genético em cebola. Houve maior
frequéncia de heterozigotos quando realizou-se intercruzamento de individuos em Fo,
presumindo uma maior frequéncia de heterozigotos com menor efeito endogamico, conclui-se
que os intercruzamentos devem iniciar desde os primeiros ciclos de autofecundagdo, ou seja,

em populacdes com nivel baixo de endogamia.
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Tabela 4: Padrao alélico em pares de bases estimado para 12 populacdes de cebola (2n) com
trés individuos cada em trés diferentes geragdes genéticas, genotipadas com oito marcadores
SSR.

ACMI101 ACMI46 ACM240 ACM255 ACMI38 ACM322 ACMI34 ACM235 H

SRR () 235235 231231 NN N/N 241241  268/268 205205  N/N
235/235 2317231 209/209 N/N 241/241  268/268  205/205 N/N 0
235/235 2317231 209/209 N/N N/N 268/268  205/205 N/N
GRXGR (B2) 235235 231231 NN N/N 241241  268/268 203205  N/N P
235235 231231 209/209  N/N  241/241  268/268  N/N NN O g
235235 231/234  209/209  N/N  241/241  268/268  203/205  N/N B
) 235235 231/231  209/209 176/176  N/N 268268  203/205  N/N é
NN 231231 209209  N/N 241241  268/268 203205 NN %19 &
234/234  231/234  209/209  N/N 241241 268268  N/N N/N 2
-1 (An) 235235 231231 NN N/N 241241 268268 205205  N/N E
234/235 231231 NN N/N 241241 268268 205205 NN 006 O
235235 2312231 N/N N/N 241241  268/268 205205  N/N 2
Tl 235235 232/232 NN N/N 241241  268/268  203/203  N/N é
235235 232/232 NN N/N 241241 268268  203/203  N/N o 5
235235 232/232  N/N  176/176  241/241 2681268  N/N N/N =
P-1 (G 235235 231231 NN N/N 241241 268268  203/205  N/N
230235 231231 N/N N/N 241241 268268 203203 NN 020
235/235 231231 N/N N/N 241241 268/268  203/203 NN
e () 232/232  231/235 NN N/N 241241  268/268  203/203  N/N
232/232 231235 NN N/N 241241 268268 203203 NN 020
232/232 231235 NN N/N 241241 268268  203/203  N/N
GRxIP-1(B2)  230/235  231/235 N/N N/N 241/241  268/268 N/N N/N
230235 231/235 NN N/N NN NN NN NN 022
235235 2311235 NN NN 241241 NN N/N N/N =
SR (@) 235/235 231235 NN NN 241241 NN 903203 NN §
230235 231235  N/N NN 241241 NN o03p03 N 033 2
235235 231235  N/N N/N 241241 268268  N/N N/N =
T 235235 231231 NN N/N 241241 268268  203/205  N/N g
NN 231231 NN NN 241241 268268 203205 NN 015 S
NN 231231 NN N/N 241241 268268 203203 NN g
T T () 235235 231231 205209  N/N 241241 268269  203/205  N/N E
N/N 2317231 205/209 N/N 241/241  268/269  203/205 NN 027 o
235235 231231  N/N N/N 241241 268268  N/N N/N
IP-2xIP3 (Cs) 235/235  231/231 N/N N/N 241/245 N/N N/N N/N
NN 231231 NN N/N 241245 NN N/N NN 043
N/N 231/231 N/N N/N 241/245 N/N N/N N/N
Média (H): A 0,08 B 0,14 C3-—--0,23

*H= Heterozigosidade N/N= Nao conclusivo para os dois alelos
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2B; 2Cs 3A1 3B 3C3; 4A1 4B: 4Cs  S5A1 5B: 5C; 6A1 6By 6C; 7A;

===7B, 7C; 8A; 8B 8C:; 9A; 9B> 9C; 10A; 10B2 10C; 11A; 11B2 11C; 12A; 12B: 12C;

Figura 1. Eletrofograma de gel de agarose 2% corado com GelRed™ (Biotium) utilizando o
primer ACM235 mostrando o polimorfismo do DNA extraido de 12 linhagens endogamicas
obtidas de trés diferentes formas de conducgdo (A1, B2 e C3). M: Escala de peso molecular
100pb.

6.5 Conclusoes

A depressdo por endogamia ndo pode ser prontamente interpretada como somente
devida a efeitos de homozigoticidade para mutagdes deletérias;

Os resultados demonstraram que os SSR’s usados podem ser uteis para detectar
variabilidade no germoplasma brasileiro de cebola;

A autofecundacdo, em geral, proporcionou menor heterozigosidade, que cresce a
medida que se adicionou mais plantas aos cruzamentos.

Sugere-se que os intercruzamentos entre plantas de cebola devem iniciar em

populacdes com nivel baixo de endogamia para maior proveito do método.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos genéticos em cebola sdo os que mais demandam tempo dentre as hortaligas.
Embora a associacdo de métodos classicos e biotecnologicos contribuam para reduzir este
tempo, ainda sao poucos os que se dedicam a esta tarefa. Todavia, o aprendizado € promissor
e os resultados relevantes. No presente estudo (cujas populagdes foram iniciadas em 2012)
ndo foi diferente.

A caracterizacdo fenotipica e molecular nas populagdes provenientes de uma planta
autofecundada e duas e trés plantas intercruzadas, permitiu a realizacdo de contrastes
bilaterais e associagdo entre resultados, que comprovaram a hipdtese de haver pronunciado
efeito de depressdo por endogamia em cebola, notadamente para peso médio e producao de
bulbos, € em menor escala para vigor de haste. O modo de condugdo das populagdes (sibs de
duas e trés plantas), resultou em maior producao de sementes naquelas populagdes com baixo
grau de endogamia, permitiu ainda, constatar maior divergéncia genética entre os genotipos
estudados quando foi realizado os intercruzamentos, em comparagao a planta autofecundada.
Como a maior divergéncia genética ¢ um dos indicios que denota uma menor depressao
endogamica, os resultados se corroboram neste sentido.

A despeito das correlagdes genotipicas terem sido em sua grande maioria, superiores
as correlagdes fenotipicas e ambientais, averiguou-se a confiabilidade dos dados genéticos,
ainda que sem o conhecimento das variancias de aditividade para os mesmos. De tal forma, os
contrastes ortogonais realizados com os dados fenotipicos para atender possiveis efeitos de
depressdo endogamica, sdo bastante confidveis para inferir sobre os efeitos genéticos.
Ademais, correlagdes de interesse foram reveladas, a exemplo da alta e positiva correlagdo
genética entre nota para pegamento de sementes versus producdo de sementes em gramas por
umbela, o que permite a sele¢do indireta desta ltima, pela primeira.

Fica por fim evidente, que realizar sibs entre poucas plantas (duas ou trés neste estudo)
apresenta-se como uma alternativa interessante na obten¢do de linhagens superiores para
producao de hibridos de cebola. O presente estudo abriu ainda, novas hipdteses a serem
consideradas em estudos genéticos sobre depressdao por endogamia, quando pode-se aliar as
abordagens convencionais e biotecnoldgicas visando otimizar processos nos programas de

melhoramento genético.
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