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RESUMO

Identificagdo Molecular do Locus Restaurador da Macho-Fertilidade (Ms), Tipo
de Citoplasma e Viabilidade de PAdlen em Acessos de Cebola (Allium cepal.)

No presente trabalho foi realizado a identificacdo dos tipos citoplasmaticos e a
genotipagem do locus Ms presentes em 59 gendtipos de cebola do banco de
germoplasma da Embrapa, bem como associacdo das observacdes moleculares
de gendtipos com testes de viabilidade polinica, visando diminuir o tempo na
identificacdo de linhas macho-estéreis (‘A’) e de suas mantenedoras (‘B’), para o
desenvolvimento de hibridos adaptados as condi¢des edafoclimaticas do Vale do
Séo Francisco. Os marcadores 5’cob/orfA501 e orf725 foram usados para
identificacdo de citoplasma, enquanto os marcadores AcSKP1 e AcPMS1 para
genotipagem do locus Ms. A viabilidade polinica foi estimada com carmim acético
2%, solucdo de Alexander e germinacdo in vitro. Na identificacdo molecular os
dois tipos de citoplasma macho-estéreis (‘S’ e “T’), bem como o citoplasma fértil (‘N’),
assim como os alelos Ms e ms, tanto em homozigose como em heterozigose foram,
detectados nos 59 genoétipos avaliados. As frequéncias com o0s marcadores
5’cob/orfA501 e orf725, bem como com os marcadores AcSKP1 e AcPMS1, foram
aproximadas nos acessos de cebola avaliados. No germoplasma brasileiro, as
frequéncias dos citoplasmas ‘N, ‘S’ e ‘T foram de 0,47, 0,28 e 0,25,
respectivamente, enquanto as frequéncias alélicas foram de 0,52 e 0,48 para Ms e
ms, respectivamente. Os acessos Régia, EHCEB 20146, EHCEB 201427, Alvorada,
Serrana, Crioula Mercosul, EHCEB 20142, BRS 367, Rainha, Juporanga e Alfa SF
C-XI tem potencial para identificagdo de linhas ‘A’ e ‘B’, pois apresentaram misturas
para tipo de citoplasma e diferentes frequéncias alélicas para Ms. Os acessos
EHCEB 20142040/EHCEB 20141040, EHCEB 20142028/EHCEB20141028 e
EHCEB 20112006/EHCEB20111006, EHCEB 20142027/EHCEB 20141027, EHCEB
20102019/EHCEB 20101019 e Alfa SF ‘B’/Alfa SF ‘A’ apresentaram todas as plantas
avaliadas na condicdo Nmsms e Smsms ou Tmsms. A sele¢cdo molecular e testes de
viabilidade polinica apresentaram completa concordancia para as linhagens Alfa SF
(Nmsms), BRS 367 (Tmsms), BRS 367 (Nmsms), Cascuda T7 (Nmsms), Cascuda
T5 (Smsms), EHCEB 20102017 e EHCEB 20142027. Para Alfa SF (Tmsms),
EHCEB 20142028 (Nmsms), EHCEB 20141028 (Smsms), EHCEB 20141027
(Tmsms) e EHCEB 20141017 (Tmsms) ndo houve validacdo da selecdo molecular
pelos de testes de viabilidade polinica para algumas plantas. Os métodos de
avaliagdo da viabilidade polinica ndo apresentaram concordancia de classificagdo
estéril e fértil para os acessos EHCEB 20142028, EHCEB 20141028, EHCEB
20141027 e EHCEB 20141017. Seis pares de linhas ‘A’ e ‘B’ identificados no
presente estudo, Alfa SF (Tmsms) x Alfa SF (Nmsms), BRS 367 (Tmsms) x BRS 367
(Nmsms), Cascuda T7 (Nmsms) x Cascuda T5 (Smsms), EHCEB 20142027
(Nmsms) x EHCEB 20141027 (Tmsms), EHCEB 20102017 (Nmsms) x EHCEB
20141017 (Tmsms) e EHCEB 20142028 (Nmsms) x EHCEB 20141028 (Smsms),
apresentam potencial para o desenvolvimento de hibridos.

Palavras-chave: Allium, mantenedora, macho-estéril, viabilidade polinica, hibrido.



vii
ABSTRACT

Molecular Identification of Restorer-of-Fertility Locus (Ms), Cytoplasmic Type
and Pollen Viability of Onion Accessions (Allium cepaL.)

In this study was accomplished the identification of cytoplasmic types and
genotyping of Ms locus in 59 onion genotypes of the Embrapa germplasm collection,
as well as association of molecular observations with pollen viability tests, aiming to
reduce time for identification of male-sterile lines (‘A’) and their maintainers (‘B’), for
the development of hybrids adapted to the edafoclimatic conditions of the S&o
Francisco Valley. 5'cob/orfA501 and orf725 markers were used for cytoplasmic
identification, whereas AcSKP1 and AcPMS1 for genotyping of Ms. The pollen
viability was estimated with acetocarmine 2%, Alexander's staining and in vitro
germination. In the molecular identification two types of male-sterile cytoplasmic (‘S’
and ‘T’), as well as fertile cytoplasmic (‘N’) and Ms and ms alleles, both in
homozygosity and heterozygosity, were identified in the evaluated genotypes. The
frequencies with 5’cob/orfA501 and orf725 and AcSKP1 and AcPMS1 markers were
approximate the evaluated accessions. For Brazilian germplasm, the cytoplasmic
frequencies of ‘N’, ‘S’ and ‘T’ were approximately 0,47, 0,28 e 0,25, respectively,
while the allelic frequencies were 0,52 and 0,48 for Ms and ms, respectively. The
accessions Régia, EHCEB 20146, EHCEB 201427, Alvorada, Serrana, Crioula
Mercosul, EHCEB 20142, BRS 367, Rainha, Juporanga and Alfa SF C-XI exhibit
potential for identification of ‘A’ and ‘B’ lines because show mixtures of type of
cytoplasmic and different Ms allelic frequencies. The accessions EHCEB
20142040/EHCEB 20141040, EHCEB 20142028/EHCEB 20141028, EHCEB
20112006/EHCEB 20111006, EHCEB 20142027/EHCEB 20141027, EHCEB
20102019/EHCEB 20101019 and Alfa SF ‘B’/Alfa SF ‘A’ presented all evaluated
plants in the Nmsms and Smsms or Tmsms conditions. Molecular selection and
pollen viability tests showed complete agreement for Alfa SF (Nmsms), BRS 367
(Tmsms), BRS 367 (Nmsms), Cascuda T7 (Nmsms), Cascuda T5 (Smsms), EHCEB
20102017 and EHCEB 20142027. For Alfa SF (Tmsms), EHCEB 20142028
(Nmsms), EHCEB 20141028 (Smsms), EHCEB 20141027 (Tmsms) and EHCEB
20141017 (Tmsms) there was no validation of molecular selection by pollen viability
tests for some plants. The pollen viability evaluation methods did not present sterile
and fertile classification agreement for the accessions EHCEB 20142028, EHCEB
20141028, EHCEB 20141027 and EHCEB 20141017. Six pairs of ‘A’ and ‘B’ lines
identified in the present study, Alfa SF (Tmsms ) x Alfa SF (Nmsms), BRS 367
(Tmsms) x BRS 367 (Nmsms), Cascuda T7 (Nmsms) x Cascuda T5 (Smsms),
EHCEB 20142027 (Nmsms) x EHCEB 20141027 (Tmsms), EHCEB 20102017
(Nmsms) x EHCEB 20141017 (Tmsms) and EHCEB 20142028 (Nmsms) x EHCEB
20141028 (Smsms) demonstrated potential for the development of hybrids.

Key words: Allium, maintainer, male-sterile, pollen viability, hybrid.
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1. INTRODUCAO GERAL

A cebola (Allium cepa L.) pertence ao género Allium e a familia Alliaceae. O
centro de origem desta espécie localiza-se na Asia Central, especialmente no
Noroeste da india e do Afeganistdo. E uma espécie diploide, com 2n=16, e
atualmente s6 existe na forma cultivada (Havey 1993, Barbieri 2008). Sua
caracterizagdo citogenética indica cromossomos relativamente grandes, sendo que
apenas 20 genes deste genoma foram caracterizados por estudo de heranca. Os
principais fatores que limitam estudos genéticos em cebola sédo o ciclo bienual, a
depressao por endogamia e o tamanho do genoma, sendo um dos maiores em

comparacao com outras espécies cultivadas (Goldman et al. 2001, Leite 2014).

A cebola é hortalica amplamente cultivada no mundo, representando dentre
as varias espécies cultivadas do género Allium, a mais importante economicamente
e a mais consumida. Em 2013 a safra mundial alcangcou uma producdo de 85,7
milhdes de toneladas. Os maiores produtores sdo China (26%) e India (22%),
enquanto que o Brasil ocupa a décima posicdo no ‘ranking’ dos principais paises
produtores, produzindo em torno de 2% da produ¢do mundial, 0 que corresponde a
1,54 milhdes de toneladas (FAOSTAT 2013).

No Brasil, a cebola ocupa lugar de destague entre as hortalicas mais
importantes do ponto de vista econémico, ao lado do tomate e da batata. De acordo
com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE 2016), o Brasil,
em 2015 obteve uma producdo de 1.422.117 toneladas de cebola em uma é&rea
colhida de 56.404 ha, alcancando um rendimento médio de 25.213 t hat. A
producdo distribui-se em quatro areas bem definidas: Sul (Santa Catarina, Rio
Grande do Sul e Parand), Sudeste (Sdo Paulo e Minas Gerais), Centro-Oeste
(Goiés) e Nordeste (Bahia e Pernambuco) (SENACE 2017).

A produtividade média da regido Nordeste em 2015 foi de 27,04 t ha™, cuja
producdo representou 20,94 % da producdo nacional. Os Estados da Bahia e
Pernambuco, os maiores produtores, produziram 261.660 e 29.430 toneladas,
respectivamente (IBGE 2016). Esses nimeros apontam o Nordeste como a terceira
maior regido produtora (SENACE 2017).

A producao de cebola no Brasil € baseada majoritariamente em cultivares de

polinizacdo aberta, sendo que a utilizacdo de hibridos, mais produtivos e associados
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ao uso de alta tecnologia de producéo, € uma estratégia que vem sendo empregada
nas regibes Sudeste, Centro-Oeste e em parte do Nordeste (Leite et al. 2009,
Santos and Oliveira 2011). A utilizacdo de hibridos propicia maior uniformidade
quanto ao formato, coloracdo e maturacdo dos bulbos, que s&o caracteristicas

economicamente desejaveis (Vilela et al. 2002).

A producdo de hibridos em cebola tornou-se viavel apés a descoberta da
macho-esterilidade nuclear-citoplasmatica (CMS) presente nessa espécie. O sistema
CMS é a base para a producao de hibridos, que requer a identificacdo de linhagens
macho-estéreis, linhagens mantenedoras da macho-esterilidade e linhagens

polinizadoras, com boa capacidade especifica de combinacao (Santos et al. 2008).

Os sistemas utilizados para a producdo de hibridos sédo CMS-S e CMS-T,
sendo o primeiro 0 mais utilizado para a producdo de sementes hibridas em cebola
(Havey 2000, Havey 2004, Bang et al. 2011). No sistema CMS-S ocorre uma
interacdo entre os efeitos de um par de alelos situado no nucleo (msms) e um fator
citoplasmatico do tipo ‘S’ (estéril). A planta produzira polen quando apresentar
citoplasma normal (‘N’), independente do par de alelos do ndcleo. Quando o alelo
dominante Ms estd presente no nucleo a planta produzira pélen fértil,
independentemente do tipo de citoplasma. A incapacidade para produzir polen
funcional s6 ocorre na presenga de homozigose recessiva e citoplasma ‘S’. A
combinacdo Smsms, estéril, € denominada linha ‘A’ (macho-estéril), enquanto a
combinagcdo Nmsms, fértil, € denominada de linha ‘B’ (mantenedora), sendo

necessaria para a manutencao da linha ‘A’ (Brewster 1994, Havey 1995).

Segundo Pike (1986) a obtencdo de hibridos de cebola competitivos no
mercado, pelo método convencional, € uma atividade de melhoramento onerosa e
que demanda um longo tempo, principalmente quando as linhas ‘A’ (macho-estéreis)
e linhas ‘B’ (mantenedoras) ainda nao tiverem sido identificadas nas populacdes de

polinizacdo aberta.

O tipo de citoplasma das plantas de cebola pode ser identificado através da
utilizacdo de marcadores moleculares (Havey 1995, Sato 1998, Engelke et al. 2003,
Kim et al. 2009), assim como os alelos especifico do locus Ms (Gokcge et al. 2002,
Gokce and Havey 2002, Huo et al. 2015, Kim et al. 2015).
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Melgar and Havey (2010) relataram que o alelo dominante Ms apresenta
reduzida penetrancia e como consequéncia gendtipos contendo este alelo e
citoplasma ‘S’ podem ndo apresentar a fertilidade restaurada completamente e que
ocasionalmente ocorria polen viavel em individuos Smsms, tornando a avaliacdo da
viabilidade do pdlen necessaria, pois para a producdo de hibridos o ideal é que as
linhas ‘A’ sejam completamente estéreis, enquanto que as linhas ‘B’ sejam

completamente férteis.

O objetivo deste trabalho foi identificar, por meio de marcadores moleculares,
0 gendtipo para o locus restaurador da macho-fertilidade e tipo de citoplasma em
acessos de cebola do banco de germoplasma da Embrapa, assim como avaliar a
viabilidade de graos de polen, de forma a identificar linhas ‘A’ e ‘B’ para a produgao

de hibridos de cebola.
2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Aspectos Gerais da Cultura da Cebola

A cebola tem sido cultivada por mais de 4700 anos e ndo existe na forma
selvagem nos dias atuais. Sua domesticacdo provavelmente iniciou-se nas regioes
montanhosas do Turcomenistao e norte do Iran, fronteira com as antigas civilizacdes

avancadas do Oriente Médio (Fritsch and Friensen 2002, Brewster 2008).

A cebola é uma espécie dipléide (2n = 2x = 16) com um genoma nuclear
enorme, considerado 36 vezes maior do que o do arroz (Oryza sativa L.) e seis
vezes maior do que o do milho (Zea mays L.) (Arumuganathen and Eerle 1991).
Andlises citol6gicas e de mapa genético suportam a hipotese de que a duplicacdo
intracromossdmica € o mecanismo que contribuiu para o tamanho desse genoma
(King et al. 1998).

A planta € monocotiledénea, apresenta cerca de 60 cm de altura, com folhas
grandes cilindricas orientadas verticalmente e dispostas alternadamente em duas
fileiras, podendo ser cerosas ou ndo. O caule verdadeiro esta localizado abaixo da
superficie do solo, sendo este um disco compacto com formato conico, situado na
base inferior do bulbo, de onde partem as raizes fasciculadas. As bainhas foliares

formam um pseudocaule cuja parte inferior € o proprio bulbo (Filgueira 2008). A
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inflorescéncia € do tipo umbela e localiza-se na extremidade de um escapo floral
(Oliveira 2005).

A espécie apresenta dicogamia do tipo protandrica, quando os 0Orgaos
masculinos maturam antes do feminino, o que favorece a polinizagdo cruzada.
Contudo a autopolinizacdo pode ocorrer, pois as umbelas sdo compostas por
centenas de flores hermafroditas. Sendo a cebola uma espécie tipicamente aldgama
exibe alta depressdo por endogamia na descendéncia oriunda de autopolinizacdes
(Pike 1986).

O florescimento é condicionado primeiramente por baixas temperaturas para
induzir a diferenciagédo das gemas florais. A haste floral, com uma umbela possuindo
de 50 a 2000 flores perfeitas, estende o florescimento numa amplitude de 25 até
mais de 30 dias, entre a abertura da primeira e da ultima flor numa mesma umbela
(Kiill et al. 2007). No Brasil, apenas os estados de Santa Catarina e Rio Grande do
Sul, atendem as exigéncias de producdo de sementes sob condi¢bes naturais. Nos
demais estados brasileiros, sobretudo no Nordeste, € necessario que os bulbos-mée
sejam submetidos a um processo de vernalizacdo artificial em camara fria para
producdo de sementes de cebola. Nesse processo deve-se observar a interacao
entre o tempo de vernalizagdo, cultivar e condi¢des climaticas locais (Resende et al.
2007).

7

A cebola é anual para producdo de bulbos e bienal para producdo de
sementes, em condi¢cdes naturais. A espécie € extremante exigente em condi¢cdes
climaticas para iniciar o processo de formacdo dos bulbos, tendo o fotoperiodo e a
temperatura os dois principais fatores limitantes (Oliveira 2005). O processo de
bulbificacdo s6 se inicia quando a combinacédo de fotoperiodo e temperatura ideais
sao atingidos. Esses fatores podem variar de acordo com as exigéncias de cada
cultivar. Quando essas condicfes ndo sdo atingidas as plantas apenas vegetam e
nao bulbificam, no entanto, satisfeitas tais condicdes, a bulbificacdo inicia-se
independentemente do quanto a planta se desenvolveu. Esses dois fatores também
sdo os responsaveis pelo estimulo de mudanca da fase vegetativa para a

reprodutiva (Filgueira 2003).

No Brasil o melhoramento genético da cebola teve como base populacdes da

Péra Norte e Baia Periforme, originadas de materiais introduzidos por imigrantes
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acorianos na regiao Sul. A diversidade genética desse germoplasma contribuiu para
a obtencédo de cultivares adaptadas as diferentes regides de cultivo de cebola no
pais (Melo et al. 2009). No Nordeste, foi introduzida no final da década de 1940, no
estado de Pernambuco, nas regides de Cabrob6 e Belém do S&o Francisco (Costa
et al. 1997). Cerca de mais de 70% da area plantada no Brasil sdo de cultivares de
polinizacdo aberta, com selegbes do tipo “Baia Periforme” apresentando
caracteristicas de tolerancia a doencgas, conservagdo pdés-colheita boa e variacao
ampla de formato, tamanho, cor, nUmero e espessura de pelicula de bulbos (Santos
and Oliveira 2011).

As exigéncias do mercado consumidor brasileiro sdo por bulbos de tamanho
médio (50-90 mm de diametro) de formato globular, de pelicula externa de cor
bronzeada uniforme e escamas externas de cor branca (Melo and Boiteux 2001). A
demanda por bulbos avermelhados (arroxeados) é reduzida, concentrando-se no
Nordeste e na regido de Belo Horizonte em Minas Gerais. J4 as cebolas suaves e
doces ndo apresentam oferta no mercado brasileiro, contudo existe demanda pelos

consumidores (Oliveira et al. 2004).
2.2. Macho-Esterilidade em Cebola

Em cebola a macho-esterilidade nuclear-citoplasmatica (CMS) ¢é
determinada pelo genoma mitocondrial, tratando-se de um carater transmitido
apenas pelo genitor materno a sua descendéncia, tendo sido relatado em mais de
150 espécies vegetais (Laser and Lersten 1972). O fen6tipo CMS é condicionado
por genes mitocondriais aberrantes encontrados na forma de estruturas
quiméricas. No entanto essa condicdo pode ser suprimida pela influéncia de
genes nucleares restauradores da fertilidade. Esses genes frequentemente
alteram a expressdo de genes associados ao sistema CMS, reduzindo ou
blogueando seus efeitos (Komori et al. 2004). As plantas completamente macho-
estéreis sdo incapazes de se autofecundarem, sendo que toda descendéncia

produzida sera advinda de polinizacao cruzada.

Os sistemas citoplasma macho-estéreis sdo usados na producdo de
sementes hibridas. Dois diferentes sistemas CMS tém sido descritos em cebola,
denominados citoplasma ‘S’ (Jones and Emsweller 1936) e ‘T’ (Berninger 1965).
O citoplasma ‘S’ foi descoberto na cultivar ‘ltalian Red’ e é condicionado pela
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interacdo do citoplasma com um Uunico locus nuclear, sendo a fertilidade
restaurada pelo alelo dominante (Ms) (Jones and Clarke 1943). No sistema CMS-
S plantas macho-estéreis apresentam citoplasma ‘S’ e uma condigdo de
homozigose recessiva para o locus restaurador, sendo a planta Smsms. A linha
macho-estéril (Smsms) € denominada de linha ‘A’ e pode ser mantida por sementes
quando cruzadas com a linha mantenedora, denominada de linha ‘B’, a qual o
citoplasma ¢é do tipo ‘N’ e possui 0 gendtipo homozigoto recessivo para os alelos Ms
do nucleo. Todas as sementes colhidas da linha ‘A’ serdo macho-estéreis, enquanto

que as colhidas da linha ‘B’ serdo macho-férteis (Nmsms) (Havey 2004).

O citoplasma ‘T’ foi descoberto na cultivar ‘Jaune paille des Vertus’ na
Franca e a restauracdo da fertilidade é condicionada por trés loci independentes,
A, B e C (Schweisguth 1973). O gene A é independente dos genes B e C. Os
individuos que apresentam o genoétipo aa e citoplasma tipo ‘T’ sdo macho-
estéreis. O fendtipo da macho esterilidade também ¢é expresso pelo gendtipo

bbcc, loci que possuem agao complementar, e citoplasma ‘T’ (Pathak 1997).

Ainda é desconhecido o mecanismo através do qual os genes atuam para
determinar a macho-esterilidade (Hu et al. 2014). No entanto, existem duas
hipoteses para explicar a interacdo entre genes citoplasmaticos e nucleares na
restauracao da fertilidade. A primeira considera que o sistema CMS ocorre devido
a falha de uma funcdo mitocondrial normal, e que os alelos restauradores
poderiam agir compensando ou substituindo um gene mitocondrial interrompido.
A outra hipotese seria a de que o CMS é uma condicdo derivada da aquisicdo de
um novo gene que origina produtos toxicos, entdo o gene nuclear restaurador
poderia agir afetando a quantidade desse gene téxico ou sua expressdo. De

acordo com estudos realizados essa Ultima é a mais consistente (Hanson 1991).

2.3. Hibridos em Cebola

Os primeiros hibridos comerciais de cebola aplicando o sistema CMS foram
lancados no mercado de sementes na década de 1950 nos Estados Unidos da
América (EUA) (Currah 2002, Shygio and Kik 2008), produzidos a partir do
cruzamento de linhagens do tipo Grano com linhagens resistentes ao fungo
Pyrenochaeta terrestris (Currah 2002). A obtencdo desse hibrido necessitava de
métodos trabalhosos e os mesmo produziam poucas sementes. A causa ndo esta

clara, se devido ao reduzido vigor das linhagens endogamicas ou se a polinizagédo
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realizada por abelhas ndo estava sendo eficiente. E importante citar ainda que o
rendimento de sementes em campo é uma caracteristica para a qual a pesquisa néo

tem concentrado esforgos (Havey 1993).

Desde que ficaram conhecidos no mercado, os hibridos de cebola tem
aumentado a cada ano sua participacdo no comeércio mundial de sementes. Este
processo ocorreu mais rapidamente no mercado de sementes de cebola destinado
as regides de clima temperado quando comparado com o mercado de sementes de
cultivares adaptadas as regides tropicais. Atualmente cerca de mais de 90 % das
sementes comercializadas nas areas de clima temperado correspondem a hibridos,
enguanto que nas areas tropicais as variedades de polinizacdo aberta ainda ocupam
de 50-60% desse mercado (Shygio and Kik 2008). A exploracdo da heterose, o
aumento da uniformidade, a relativa facilidade de combinacao de caracteristicas e a
protecdo das variedades lancadas sdo relatadas como vantagens oferecidas por
hibridos (Shygio and Kik 2008).

Para o desenvolvimento de hibridos em cebola pelo método convencional é
necessario inicialmente identificar uma fonte de macho-esterilidade, que pode ser
oriunda de um outro programa de melhoramento ou um hibrido comercial

comprovadamente estéril (testador), e proceder como segue (Figuras 1 e 2):

12 etapa: Selecionar cultivares adaptadas a area onde se deseja cultivar o hibrido
gue serd obtido. Realizar o plantio das sementes das cultivares selecionadas para
produzir os bulbos. Nesse momento também deve-se obter os bulbos da fonte de
macho esterilidade previamente identificada (Pike 1986). Antes de realizar o plantio,

é importante verificar a coincidéncia de florescimento entre as linhagens.
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Populacio inicial (250-500 plantas sio autopolinizadas e cruzadas com testador macho-estéril)

Testador 8 < : f X =
Macho-estéril X X X X X
S-msms N-msms N-MsMs
Cruzamento teste 1  §; Cruzamento teste 1~ §, (Pode ser reavaliado no proximo ano)
S-msms  N-msms S-Msms  N-MsMs
Macho-estéril -fértil Macho-fertil  -fertil
XeS: Mantenedora Restauradora
 — 1 (s podem ser autofecundadas

Individuos do CT1* x S1(B)  S2(B)

S-msms i‘ N-msms

Individuos do CT1* x Si(C)  S2(C) ou intercruzadas)
S-msms J/f\'~.\[s.\[5

Em gaiola pequena RC1(A) Em gaiola pequena F)
S-msms S-Msms
RC1(A) x S1(B) ou S2(B) RC1(A) x S1(C) ou S2(C)

S-msms l N-msms

Em gaiola pequena RC2(A)

S-msms l N-MsMs

Em gaiola pequena F1

S-msms S-Msms

*CT1 — Cruzamento teste 1

Figura 1. Melhoramento de hibridos em cebola mostrando as linhagens envolvidas:
genitor feminino do hibrido (‘A’), a mantenedora do genitor feminino (‘B’) e o genitor
masculino do hibrido (‘C’). Fonte: Bradshaw, 2016.

Bloco de macho-estéreis e mantenedoras Bloco de producio de sementes hibridas

Linha 'A’ X Linha B’ [xpe o x @ @ x s e ‘
S ms/ms N ms/ms X ® ® X e e x . .
Macho-estéril Macho-fértil / X ®© e Xx e e X . °
Linha mantenedora) X ° ° X £ ° X ° .
/ X ®© o X ® e X e e
S ms/ms (®) X ® e X e e X . .
Todas macho-estéreis X e o X e o X ° L)
X ®© ® X e ® X ° .

N : Citoplasma normal
S : Citoplasma estérl
ms : Alelo nao restaurador
M : Alelo restaurador

Parental macho (x): planta macho-fértil
(N ms/ms, N Ms/Ms, N Ms/ms ou S Ms/Ms)

Parental fémea (®): Planta macho-estéril (S
ms/ms). Sementes colhidas das plantas macho-
estéreis (@) sdo sementes hibridas.

Figura 2. Esquema geral de producdo de sementes hibridas utilizando o CMS-S
(Adaptado). Fonte: Dhall, 2010.

22 etapa: Os bulbos obtidos originardo plantas que florescerdo apds o estimulo
adequado. Dessas, selecionar de cada populacdo de 250-500 plantas, que devem
ser autofecundadas e ao mesmo tempo cruzadas com uma planta feminina
testadora (Smsms). Deve ser feito o isolamento aos pares e a polinizagdo €
realizada por moscas ou abelhas. Desses cruzamentos resultardo familias S1 e
familias de cruzamento teste ou familias F1 (Pike 1986). Em cebola a

autofecundacédo s6 deve continuar por duas ou trés geracdoes devido a severa
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depressao por endogamia. Sendo assim, os genitores de um hibrido séo linhagens
parcialmente endogamicas (Pathak 2000; Bradshaw 2016). E importante ainda,
verificar se a fonte de esterilidade é realmente estéril. Se a planta for fértil deve ser
eliminada e outra estéril deve ser transplantada para ocupar seu lugar. Aléem do
transplantio de uma nova planta deve-se eliminar todas as flores abertas da planta
fértil porque algum cruzamento pode ter ocorrido com a planta eliminada (Pike
1986).

32 etapa: As sementes obtidas do cruzamento teste e da autopolinizagcdo serao
semeadas para produzir bulbos. Atingida a maturidade do bulbo, selecionar as
melhores progénies dentre as obtidas por autofencundacdo. As progénies nao
selecionadas devem ser descartadas e também suas respectivas familias F1.
Realizar uma segunda selecdo dentro de cada uma das progénies selecionadas

considerando as caracteristicas de interesse (Pike 1986).

42 etapa: Semear 10 bulbos de cada progénie S1 selecionada e 25 de sua
respectiva familia F1. No florescimento observar se as plantas F1 sdo férteis ou
estéreis. Se todas as plantas da familia F1 forem estéreis, sua correspondente
familia S1 pode ser considerada como mantenedora, na condicdo Nmsms. Entéo,
para obtencdo do primeiro retrocruzamento 10 plantas da F1 s&o cruzadas com suas
respectivas mantenedoras em ambientes isolados. As 15 plantas da familia F1
remanescentes podem ser eliminadas (Pike 1986). As linhas de F1 que produzirem

umbelas férteis devem ser eliminadas junto com seus respectivos pares (Pike 1986).

52 etapa: Realizar o semeio das sementes obtidas da S2 e do RC1 como descrito
anteriormente e novamente selecionar as melhores progénies dentre as plantas
férteis (Pike 1986).

62 etapa: Semear os bulbos da S2 e do RC1 para a terceira e Ultima autopolinizacdo
e para se obter o segundo retrocruzamento. Confirmar novamente a esterilidade da
linha ‘A’ (Pike 1986).

72 etapa: Plantar as sementes das progénies obtidas na etapa anterior aos pares
novamente. Nesse momento tem-se linhas férteis (linhas ‘B’) que foram
autofecundadas por trés geracdes que sdo agora mais uniformes e apresentam
menor vigor. O segundo retrocruzamento, composto pelas plantas estéreis (linhas

‘A’), apresenta nesse estagio 87% dos genes de sua mantenedora e deve-se
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apresentar bastante similar. A partir desse momento as linhas férteis serdo
manipuladas como pequenas populacoes e deve-se aumentar a producdo de

sementes das linhagens (Pike 1986).

Os procedimentos citados anteriormente s&o realizados objetivando o
desenvolvimento de novas linhas ‘A’ e ‘B’. A linha ‘A’ obtida € mantida pelo

cruzamento com sua respectiva mantenedora (Pike 1986).

82 etapa: Producédo dos bulbos mée para aumento das sementes de estoque (Shygio
and Kik 2008).

92 etapa: Producdo comercial de sementes F;. O aumento da producéo de sementes
das linhas fémeas (RC4) e estoque de sementes das linhas ‘B’ e ‘C’ (Shygio and Kik
2008).

102 etapa: Estabelecimento de um novo hibrido e novas linhas ‘A’, ‘B’ e ‘C’ (Shygio
and Kik 2008).

Segundo Pike (1986) um programa de melhoramento convencional visando
obtencdo de um novo hibrido de cebola, considerando o ciclo bienual da cultura nas
regides de clima temperado, leva de 15 a 20 anos. Nas areas de clima tropical,
como o Nordeste brasileiro, em que o ciclo da cultura é reduzido para um ano, esse

tempo pode ser diminuido pela metade.

Para a producédo de sementes hibridas trés linhas genitoras (‘A’, ‘B’ e ‘C’) sédo
necessarias (Pathak 2000, Santos et al. 2008). A linha ‘A’ é usada como o genitor
feminino, macho estéril, com a constituicdo Smsms. A linha ‘B’, mantenedora da
linha ‘A’ é fértil e apresenta uma constituicdo genética de Nmsms. As linhas ‘A’ e ‘B’
sdo quase isogénicas e diferem somente quanto a seus citoplasmas (Pathak 2000).
A linha ‘C’ é o genitor doador de podlen do hibrido. Esta é uma linhagem
geneticamente diversa da linha ‘A’. Esta é obtida pela autofecundacéo de plantas
selecionadas por uma ou duas geracdes e entdo manté-las por cruzamento entre
irmaos. Para obter um hibrido promissor para exploragao comercial uma linha ‘A’ é
cruzada com varias linhas ‘C’. A melhor combinag¢ao que der maxima heterose para
rendimento e outras caracteristicas desejaveis € identificada para producéo
comercial (Pathak 2000).
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O baixo rendimento de sementes € um problema na producdo de sementes
hibridas em cebola. A principal causa é a depressédo por endogamia que resulta na
reducdo do vigor das linhagens usadas no processo de obtencdo de hibridos.
Contudo, a endogamia é necessaria para se obter uniformidade e altos rendimentos
de bulbos em hibridos. O processo de endogamia reduz o vigor das plantas,
resultando em baixa producdo de flores, caracterizada pelo reduzido tamanho e
namero de umbelas, decréscimo do periodo de receptividade de flores individuais e
flores abortadas (Pathak 2000).

Uma alternativa para contornar o baixo rendimento de sementes ocasionado
pela depressdo por endogamia € obter os hibridos adotando o0s seguintes
procedimentos: Primeiramente a linha macho-estéril € cruzada com uma linha
geneticamente diversa com constituicdo Nmsms. Isto produz sementes hibridas que
sdo estéreis e produzem descendéncia também estéril e que possuem maior
capacidade de producao de sementes que a linha ‘A’. Depois, os bulbos F;, entdo
produzidos, sdo usados como genitor feminino e cruzados com outro genitor doador
de pdlen (linha ‘C’). As sementes coletadas no genitor feminino F; serdo o novo
hibrido comercial (Pathak 2000).

2.4. Marcadores Moleculares para ldentificacdo do Tipo de Citoplasma e
Locus (Ms) em Cebola

A disponibilidade de informacdes relativas a marcadores, sequéncias e
outros recursos genéticos em cebola é bastante limitada quando comparado com
outras culturas de destaque econbmico para a agricultura, tal como as
solanaceas. Ademais, além do genoma nuclear nessa espécie, 0 genoma
mitocondrial presente no citoplasma apresenta grande importancia por ser
responsavel pela inducdo da macho-esterilidade, expressa pelos citoplasmas ‘S’
e ‘T’ (Engelke et al. 2004).

A identificacdo dos tipos de citoplasma (‘N’;, CMS-S ou CMS-T) e dos
genes nucleares restauradores da fertilidade em cebola é fundamental para a
obtencéo de hibridos. Por tratar-se de uma cultura bienal essa identificagdo pelos
métodos convencionais pode levar de quatro a oito anos para se estabelecer o
tipo de citoplasma e o genétipo para o locus Ms, tornando o programa de
melhoramento complexo e oneroso. Desta forma, a selecdo assistida por

marcadores moleculares, associados aos tipos de citoplasma e genes
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restauradores, apresenta grande importancia para a identificacdo dos genaétipos

Uteis a obtencado de hibridos com maior rapidez (Havey 1995).

Nesse contexto, o estudo de sequéncias do genoma de cloroplastos e
mitocondrias em cebola foi aplicado no desenvolvimento de marcadores que
permitem distinguir os citoplasmas ‘N’, ‘S’ e ‘T’, obtendo-se a identificacdo dos tipos
antes de realizar qualquer cruzamento teste (Havey 1995, Sato 1998, Engelke et al.
2003). Embora a esterilidade masculina citoplasmatica seja associada ao genoma
mitocondrial, ocorre transmissdo materna de mitocondrias e cloroplastos, entao
polimorfismos em ambas as organelas podem ser Uteis na diferenciacdo entre os

citoplasmas (Von Kohn et al. 2013).

Inicialmente desenvolveu-se marcadores moleculares para distinguir entre
os citoplasmas ‘N’ e CMS-S, como o 5’ cob identificado por Sato (1998) com base
na variacdo do numero relativo de cépias de moléculas do DNA mitocondrial.
Sequéncias polimorficas do genoma de cloroplastos também foram aplicadas
para diferenciar esses tipos citoplasmaticos (Havey 1995, Von Kohn et al. 2013).
Cho et al. (2006) demonstraram ainda a aplicabilidade na diferenciacdo entre os
citoplasmas ‘N’ e ‘S’ de um marcador SCAR, localizado no gene psbA do

cloroplasto, em 35 variedades de cebola de origens diversas.

Para identificacdo do CMS-T em cebola tem-se disponivel apenas dois
marcadores. O orfA501 desenvolvido a partir de uma sequéncia especifica do
genoma mitocondrial de cebolinha (Allium schoenoprasum) associada a macho-
esterilidade, que em combinagdo ao marcador 5’ cob permite distinguir os trés tipos
citoplasmaticos (Engelke et al. 2003). E o orf725 posteriormente obtido por Kim et
al. (2009), que corresponde a uma sequéncia especifica do DNA mitocondrial de
cebola, que permite diferenciar entre ‘N’, CMS-S e CMS-T em uma Unica reac¢éo de

amplificacao.

Em relagdo ao sistema CMS-S além dos marcadores associados ao
citoplasma foram desenvolvidos marcadores moleculares associados ao locus Ms,
responsavel pela restauracédo da fertilidade induzida pelo genoma mitocondrial. Os
primeiros marcadores moleculares desenvolvidos para genotipagem dessa
caracteristica foram dois RFLPs (Gokce et al. 2002). Esses marcadores foram

usados por Bang et al. (2011) para desenvolver os marcadores SCARs, OPT e
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PSAO, baseados em reacfes em cadeia da polimerase e apresentando as

caracteristicas de codominancia e especificidade alélica.

Yang et al. (2013) desenvolveram dois novos marcadores SCARs obtidos a
partir AFLPs. O DNF-566, que co-segrega com o alelo dominante Ms, e 0 RNS-
357 que co-segrega com o alelo recessivo ms para identificacdo de genotipos
MsMs, Msms e msms. Os autores ressaltaram ainda que as linhas mantenedoras
podem ser confiavelmente selecionadas utilizando esses marcadores. No mesmo
ano também foi desenvolvido um marcador tipo CAPS, o jnurf05 (Park et al.
2013).

Havey (2013), com base em resultados de mapeamento, testou 930
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP), sendo que destes apenas trés
mostraram-se Uteis para selecdo no desenvolvimento de linhas mantenedoras.
Esses trés marcadores SNP foram convertidos em marcadores de sequéncias

polimérficas amplificadas e clivadas (CAPS).

Recentemente Huo et al. (2015) e Kim et al. (2015) reportaram dois novos
marcadores, AcSKP1 e AcPMS1, respectivamente. O primeiro € considerado em
completo desequilibrio de ligacdo com o locus Ms, apresenta codominéncia e a
vantagem de utilizar apenas uma reacdo de amplificacdo para genotipagem
desse locus. O segundo foi proposto como o mais provavel gene representante

do locus Ms.

Toda pesquisa dedicada ao desenvolvimento de marcadores moleculares
ligados a macho-esterilidade em cebola demonstra a importancia dessa
ferramenta no processo de identificacdo de linhagens ateis a obtencdo de
hibridos, principalmente pelo auxilio na reducdo do tempo requerido nesse

processo.
2.5. Producao de Sementes de Cebola no Nordeste

O mercado mundial de sementes de hortalicas movimenta em torno de 4,6
bilhdes de ddlares anualmente, com a cebola representando 10% desse mercado
(Udsen 2014). No Brasil o mercado de sementes de cebola movimentou em torno

de 158 milhdes de ddélares em 2016, em uma area de 56 mil hectares (Machado et
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al. 2017). Na regido Nordeste os principais estados produtores de sementes de

cebola sdo Bahia e Pernambuco (Wanderley Junior and Melo 2005).

A producdo de sementes de cebola na regido Nordeste do Brasil foi
iniciada pela Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuéria (IPA) em 1972
no estado de Pernambuco, utilizando o processo de vernalizacédo artificial dos
bulbos-mae (Wanderley et al. 1973). A vernalizacao é necessaria porque a cebola
€ uma planta que para passar da fase vegetativa para a fase reprodutiva
necessita de baixas temperaturas para que ocorra a diferenciagdo das gemas
florais (Brewster 2008). Na regido Nordeste, o clima predominante é o semiarido,
nao atingindo mesmo nas épocas mais frias temperaturas baixas o suficiente para

uma inducéo do florescimento em cebola em condi¢cdes naturais.

O tempo de vernalizacdo e temperatura 6timos variam para cada cultivar
(Brewster 2008). Para cultivares adaptadas a condi¢cdes tropicais e subtropicais,
os bulbos-mae para producdo de sementes podem ser armazenados a
temperaturas proximas de 2°C por 60 a 90 dias, fase em que n&o ocorre estimulo a
brotacdo. Quando se desejar induzir a brotacdo a temperatura deve ser elevada
para 8°C 20 a 40 dias antes do plantio (Melo 2007). Para as condic6es do Vale do
Sao Francisco o periodo de vernalizacdo de 90 dias a temperaturas de 8 a 10°C é
satisfatério (Currah and Proctor 1990).

Durante aproximadamente 10 anos a producédo de sementes de cebola na
regido Nordeste ocorreu apenas no IPA, passado esse periodo, a tecnologia foi
difundida por meio de unidades de demonstracdo, incentivando desta forma a
iniciativa privada (Candeia et al. 1991). Como o processo de difusdo obteve
otimos resultados o IPA resolveu modificar seu processo de producdo de
sementes passando a fazé-lo em regime de parceria com varios produtores
(Costa et al. 1999).

O Nordeste apresenta algumas caracteristicas que condicionam essa
regiao como uma boa opcgao para a producdo de sementes de cebola (Wanderley
Juanior and Melo 2005):

- O clima semiarido: chuvas concentradas em um sO periodo, que condiciona

menor incidéncia de doencas; baixa umidade relativa do ar; temperaturas medias
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anuais elevadas, com periodos de temperaturas amenas; insolacdo média de

2.800 horas por ano e taxas médias de evaporacdo de 2.000 mm/ano.

- Necessidade de irrigacdo: Proporciona estabilidade de producéo, produtividade

elevada e melhoria na qualidade das sementes.

- Fatores econdmicos-culturais: Disponibilidade de mao-de-obra e areas isoladas

com baixo cultivo de hortaligas.

As condicbes favoraveis a producdo de sementes aliado a técnica de
vernalizag&o possibilitou o fornecimento de sementes de cebola em escala comercial
na regido Nordeste, diminuindo, desta forma, a dependéncia de sementes
importadas e produzidas em outras regides que podem ser pouco adaptadas a

realidade local.
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CAPITULO II

AVALIACAO DO LOCUS RESTAURADOR DA MACHO FERTILIDADE
(Ms) E DO TIPO DE CITOPLASMA EM GENOTIPOS DE CEBOLA
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Avaliacao do Locus Restaurador da Macho Fertilidade (Ms) e do Tipo de
Citoplasma em Genotipos de Cebola

Resumo

O objetivo deste trabalho foi a identificacdo dos tipos citoplasmaticos e
genotipagem para o locus nuclear restaurador da fertilidade (Ms) em 59 acessos
de cebola, visando a selecdo de linhas ‘A’ e ‘B’, essenciais a obtencdo de
hibridos. Foram utilizados os marcadores 5 cob, orfA501 e orf725 para
identificacdo do citoplasma e marcadores AcSKP1 e AcPMS1 para Ms. Os dois
tipos de citoplasmas macho-estéreis (‘S’ e ‘T’), bem como o citoplasma feértil (‘N’),
assim como os alelos Ms e ms, tanto em homozigose como em heterozigose, foram
detectados nos 59 gendtipos avaliados. As frequéncias com os marcadores 5
cob/orfA501 e orf725, bem como com os marcadores AcSKP1 e AcPMS1, foram
aproximadas nos acessos de cebola avaliados. No germoplasma brasileiro, as
frequéncias dos citoplasmas ‘N, ‘S’ e ‘T foram de 047, 0,28 e 0,25,
respectivamente, enquanto as frequéncias alélicas foram de 0,52 e 0,48 para Ms e
ms, respectivamente. Os acessos Régia, EHCEB 20146, EHCEB 201427, Alvorada,
Serrana, Crioula Mercosul, EHCEB 20142, BRS 367, Rainha, Juporanga e Alfa SF
C-XI tem potencial para identificacdo de linhas ‘A’ e ‘B’, pois apresentaram misturas
para tipo de citoplasma e diferentes frequéncias alélicas para locus Ms. Os acessos
EHCEB 20142040/EHCEB 20141040, EHCEB 20142028/EHCEB 20141028 e
EHCEB 20112006/EHCEB 20111006 apresentaram todas as plantas avaliadas na
condicdo Nmsms e Smsms e tem potencial para linhas ‘B’ e ‘A’, respectivamente,
para o sistema CMS-S. Os acessos EHCEB 20142027/EHCEB 20141027, EHCEB
20102019/EHCEB 20101019 e Alfa SF ‘B’/Alfa SF ‘A’ apresentaram todas as plantas
na condicdo Nmsms e Tmsms e tem potencial para linhas ‘B’ e ‘A’, respectivamente,
para o sistema CMS-T.

Palavras chave: Allium cepa, mantenedora, macho-estéril, hibrido.
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Evaluation of Restorer-of-Fertility Locus (Ms) and Cytoplasmic Type in
Onion Genotypes

Abstract

The goal of this study was to identify cytoplasmic type and alleles at the restorer-
of-fertility locus (Ms) in 59 onion accessions, aiming selection of ‘A’ and ‘B’ lines,
essentials to obtain hybrids. The cytoplasmic markers 5’ cob, orfA501 and orf725
and the Ms markers AcSKP1 and AcPMS1 were employed. The two male-sterile
cytoplasmic (‘S’ e ‘T’) and the fertile cytoplasmic, as well the Ms and ms alleles,
both in homozygosity and in heterozygosity, were identified in the 59 evaluated
genotypes. The frequencies with 5 cob/orfA501 and orf725 and AcSKP1 and
AcPMS1 markers were approximated in the evaluated accessions. For germplasm
Brazilian, the frequencies of cytoplasmic ‘N’, ‘S’ and ‘T’ were 0,47, 0,28 e 0,25,
respectively, while the allelic frequencies were 0,52 and 0,48 to Ms and ms,
respectively. The accessions Régia, EHCEB 20146, EHCEB 201427, Alvorada,
Serrana, Crioula Mercosul, EHCEB 20142, BRS 367, Rainha, Juporanga e Alfa SF
C-XI exhibit potential for identification of ‘A’ and ‘B’ lines because showed mixtures of
cytoplasmic types and different allelic frequencies for Ms. The accessions EHCEB
20142040/EHCEB 20141040, EHCEB 20142028/EHCEB 20141028 and EHCEB
20112006/EHCEB 20111006 exhibit all evaluated plants in the Nmsms and Smsms
conditions and have potential for ‘B’ and ‘A’ lines, respectively, for the CMS-S
system. The accessions EHCEB 20142027 / EHCEB 20141027, EHCEB 20102019 /
EHCEB 20101019 and Alfa SF ‘B’ / Alfa SF ‘A’ presented all plants in the Nmsms
and Tmsms conditions and have potential for ‘B’ and ‘A’ lines, respectively, for the
CMS-T system.

Key words: Allium cepa, maintainer, male-sterile, hybrid.
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INTRODUCAO

A cebola € uma das principais hortalicas no Brasil, sendo que em 2015 a
producao foi de quase 1,5 milhdo de toneladas, com a regido Nordeste contribuindo
com, aproximadamente, 20% da producéo nacional (IBGE 2015, Leite 2012). O
pais responde por quase 2% e 40% da producdo mundial e da América do Sul,
respectivamente, sendo o 11° produtor mundial (FAOSTAT 2017). Apesar da
maior produtividade, uniformidade e precocidade dos hibridos, o uso de
populacBes de polinizacdo aberta é consideravel em algumas regifes, como ha
regido Nordeste (Nunes et al. 2014). Para Santos et al. (2012) o emprego de
sementes de populacdes de polinizacdo aberta deve-se ao custo elevado das
sementes hibridas, enquanto Nunes et al. (2014) atribuem a pouca divulgacdo do
desempenho agronémico dos hibridos.

Para a producdo de sementes de hibridos em cebola sdo utilizados os
sistemas CMS-S e CMS-T de esterilidade nuclear-citoplasmatica, sendo o
primeiro o mais amplamente utilizado, devido a sua grande estabilidade nos
diversos ambientes (Havey 2000). No sistema CMS-S apenas um gene (Ms)
restaura a fertilidade, enquanto alelos de trés genes estdo envolvidos na
restauracao da fertilidade no sistema CMS-T (Kim et al. 2015). Para producéo de
hibrido € necesséaria a utilizacdo de linhagens macho-estéreis (linhas ‘A’ ou
Smsms no sistema CMS-S), linhagens mantenedoras (linhas ‘B’ ou Nmsms, no
sistema CMS-S) e linhagens com boa capacidade de recombinacdo (linhas C)
(Santos et al. 2008).

O desenvolvimento convencional de hibridos de cebola requer de 4 a 8
anos para a identificagao do citoplasma e de 10 a 12 anos para a transferéncia do
genoma por retrocruzamentos (Khosa et al. 2016), considerando ciclo bienal da
espécie. Em regides tropicais, como o Nordeste brasileiro, esse tempo pode ser
reduzido em 50%, pois o ciclo semente-a-semente é anual, com a vernalizacdo
de bulbos em camara fria (Santos et al. 2012).

A identificagdo do tipo de citoplasma fértil (‘N’) e estéreis ('S’ e ‘T’) foi
facilitada e acelerada com o desenvolvimento de marcadores moleculares 5’cob e
orfA501 (Sato 1998, Engelke et al. 2003), que requer duas reacdes
independentes de PCR, e pelo marcador orf725 (Kim et al. 2009), que requer
apenas uma reacédo de PCR. Apesar do avanco na identificacdo citoplasmaética, a

identificacdo de linha ‘B’ era dependente de retrocruzamentos manuais em
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campo. Identificacdo do tipo de citoplasma foi realizada por Ragassi et al. (2010)
e Santos et al. (2012), em germoplasma predominantemente brasileiro, e Khar
and Saini (2016), em germoplasma indiano.

Huo et al. (2015) e Kim et al. (2015) reportaram o desenvolvimento de
marcadores para identificacdo do locus nuclear restaurador da macho-
esterilidade (Ms), tornando possivel a completa identificagdo de linhas ‘A’ e ‘B’
assistidas por marcadores. Khar and Saini (2016), reportaram a aplicacdo dos
marcadores 5’cobe orf725 associados com marcadores do locus Ms, em
germoplasma indiano, ndo tendo sido encontrados trabalhos semelhantes na
literatura para germoplasma brasileiro. Santos et al. (2012) reportaram hibridos
experimentais com base em germoplasma ‘Baia’, considerando a identificagcéo
molecular do tipo de citoplasma, associado com cruzamento teste de campo para
identificagcao da linha ‘B’.

O objetivo deste trabalho foi a identificacdo dos tipos citoplasmaticos
presentes em 59 gendétipos de cebola oriundos do banco de germoplasma da
Embrapa, bem como a genotipagem do locus Ms, visando diminuir o tempo na
identificacdo de linhas macho-estéreis (‘A’) e mantenedoras da macho

esterilidade (‘B’), etapa essencial no processo de obtencéo de hibridos.
MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Foram avaliados 59 genotipos do banco de germoplasma de cebola da
Embrapa Hortalicas (EHCEB — Embrapa Hortalicas Cebola), constituidos de 28
genotipos de origem brasileira (Tabela 1), 11 pares trabalhados para linhas ‘A’ e
‘B’ (Tabela 2) e nove gendtipos de origem diversa (Tabelas 3). As plantas dos
gendtipos foram produzidas em sementeira no campo experimental da Embrapa
Semiarido e transplantadas manualmente quando atingiram 20 cm de altura. A
coleta para extragcdo do DNA, para as etapas de classificagdo do tipo de citoplasma
e avaliacéo para o locus Ms, foi realizada aos 30 dias apds o transplantio, em folhas
jovens e sadias. Folhas de sete plantas de cada gendtipo foram coletadas e
acondicionadas no freezer -80°C até a extragao individual do DNA.
Avaliacéo do Tipo de Citoplasma

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando-se o protocolo CTAB 2x

(Doyle and Doyle 1990) com algumas modificagbes: 7.500 rpm e 10.000 rpm, na
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primeira e segunda centrifugacao, 3-mercaptoethanol 2% e incubacéo a 60°C por 30
min. O DNA foi ressuspendido em tampéo Tris-EDTA (TE) e a integridade e
qguantificacdo do DNA foi avaliada em gel de agarose a 0,8 %.

Foram realizadas trés reacgOes independentes de PCR para a identificacao do
tipo de citoplasma. As duas primeiras foram realizadas conforme metodologia de
Engelke et al. (2003), para os marcadores 5’cob e orfA501, com modificagbes para
volume final de 20 pL: 0,25 pM de cada primer, 0,15 mM de cada dNTP, 1x de
tampéao de PCR, 2,0 mM de MgCl,, 2,5 unidades da enzima Taq DNA polimerase e
50 ng de DNA total. A terceira reacao foi realizada conforme metodologia de Kim et
al. (2009), para o marcador orf725, para volume final de 10 pl: 0,2 yM de cada
primer, 0,2 mM de cada dNTP, 1x de tampdo de PCR, 2,0 mM de MgCl,, 1,0
unidade da enzima Taq DNA polimerase e 50 ng DNA total.

As sequéncias dos primers do marcador 5’cob (Sato 1998) foram o 1) primer
S: 5-GTCCAGTTCCTATAGAACCTATCACT-3’, 2) primer N: 5'-
TCTAGATGTCGCATCAGTGGAATCC-3 e primer comum 3): 5'-
CTTTTCTATGGTGACAACTCCTCTT-3’, que amplificam os fragmentos de 180 pb e
414 pb. A segunda reagdo foi com primers do marcador orfA501 (Engelke et al.
2003): primer 1. 5-ATGGCTCGCCTTGAAAGAGAGC-3' e primer 2: 5-
CCAAGCATTTGGCGCTGAC-3', que amplifica o fragmento de 473 pb. Os
resultados dessas duas reacdes foram considerados como complementares na
identificacdo dos tipos de citoplasma. A terceira reagao foi realizada com os primers
do marcador orf725 1) MK-F: 5-CATAGGCGGGCTCACAGGAATA-3’, 2) MK-R1: 5'-
AATCCTAGTGTCCGGGGTTTCT-3 e 3) MK-R2: 5'-
CAGCGAACTTTCATTCTTTCGC-3’ desenvolvidos por Kim et al. (2009). Esses
primers amplificam fragmentos de 628 pb e 833 pb.

A programacao do termociclador para as amplificagdes com marcador 5'cob
consistiu de: a) um ciclo inicial de 2 min a 94°C, b) 36 ciclos de 30 s a 94°C, 1 min a
53°C e 2 min a 72°C, e c¢) um ciclo final de 5 min a 72°C. Para o marcador orfA501
adotou-se: a) um ciclo inicial de 2 min a 94°C, b) 40 ciclos de 30 s a 94°C, 1 min a
54°C, 2 min a 72°C, e c¢) um ciclo final de 5 min a 72°C. Para o marcador orf725
seguiu-se: a) um ciclo inicial de desnaturacao de 5 min a 94°C, b) 40 ciclos de 30 s a
94°C, 1 min a 60°C e 90 s a 72°C, e c) um ciclo final de 5 min a 72°C.

Os produtos de PCR foram visualizados em géis de agarose 1,5% corados

com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta. A identificacdo de
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citoplasmas ‘N’, ‘S’ e ‘T’ para os marcadores 5cob e orfA501 baseou-se na
metodologia de Engelke et al. (2003): 1) citoplasma ‘N’ — presenca do fragmento de
180 pb e auséncia dos demais fragmentos; 2) citoplasma ‘S’ — presenca dos
fragmentos de 180 pb, 414 pb e 473 pb; e 3) citoplasma ‘T’ — presenca dos
fragmentos de 180 pb e de 473 pb e auséncia do fragmento de 414 pb. Para o
marcador orf725 foi identificado como citoplasma ‘N’ a presenga de um fragmento de
833 pb, citoplasma ‘T’ a presenca dos fragmentos de 833 pb e 628 pb e citoplasma
‘S’ presenga de um fragmento de 628 pb. O tamanho dos fragmentos amplificados
foi estimado em comparacdo com o marcador Ladder de 100 pb.

Avaliacdo do Locus Restaurador da Macho-Fertilidade (Ms)

As reagdes de PCR para o marcador codominante AcSKP1 (Huo et al. 2015)
foram ajustadas para volume final de 25 pl: 50 ng de DNA total, 0,4 uM de FU898
(5- GCAATACACAGCTTCTAGCTGAATT-3'), 04 puM de FD898 (5-
AACACACACACAGAGTGAGAAATTTTATATA-3), 02 uM de SU628 (5-
TCTGTGTGTGTGTGTAATTTCTCTG-3), 0,2 UM de SD628 (5-
CGGAAGATTAATATTTTGCGTATACAT-3’), 0,15 mM de cada dNTP, 1x de tampéao
de PCR, 2,0 mM de MgCl; e 2,0 unidades da enzima Taq DNA polimerase. Para o
marcador AcPMS1 (Kim et al. 2015) as reacdes de amplificacdo foram ajustadas
para um volume final de 10,0 ul: 10 ng de DNA total, 0,2 uM do primer forward (5'-
GGTCACCAGGTGGATAGAGAA-3), 0,2 uM do primer reverse (5-
TCATTGAGCTGCATCCAAAA-3’), 0,2 mM de cada dNTP, 1x de tampao para PCR,
2,0 mM de MgCl, e uma unidade de Tagq DNA polimerase. As reacdes de
amplificacBes para o marcador AcSKP1 conforme descrito por Huo et al. (2015) e
Kim et al. (2015). Os produtos amplificados foram separados em géis de agarose a
1,5 % para o marcador AcCSKP1 e em géis a 2,5 % para o marcador AcCPMS1,
ambos corados com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta.

A avaliacdo para o locus restaurador da fertiidade do marcador AcSKP1
considerou: 1) homozigoto dominante (MsMs) — presenca de fragmento de 898 pb,
2) homozigoto recessivo (msms) — presenca de fragmento 628 pb e 3) heterozigoto
(Msms) — presencas dos fragmentos de 898 e 628 pb (Huo et al. 2015). Para o
marcador ACPMS1 considerou-se: 1) homozigoto dominante (MsMs) — fragmento de
242, 2) homozigoto recessivo (msms) — fragmento de 276 pb e 3) heterozigoto
(Msms) — presenca dos fragmentos de 242 e 276 pb. O tamanho dos fragmentos foi

estimado em comparagdo com marcador com o Ladder de 100 pb.
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RESULTADOS

Avaliacéo do Tipo de Citoplasma
Os dois tipos de citoplasmas macho-estéreis ('S’ e ‘T’), bem como o

citoplasma fértil (‘N’) foram detectados nos 59 gendtipos avaliados (Tabelas 1, 2 e
3). Os géis foram de facil identificagdo para todos os marcadores 5’cob/orfA501 e
orf725, produzindo fragmentos dos tamanhos esperados, conforme Engelke et al.
(2003) (Figura 1) e Kim et al. (2009) (Figura 2).

As frequéncias dos citoplasmas ‘N’, ‘S’ e ‘T’ no germoplasma brasileiro com
os marcadores 5’cob/orfA501 foram de 0,47, 0,28 e 0,25, respectivamente, enquanto
para orf725 as frequéncias foram de 0,47, 0,27 e 0,26, respectivamente (Tabela 1).
Para as linhas ‘A’ e ‘B’ as frequéncias de ‘N’, ‘S’ e ‘T’ para 5’cob/orfA501 foram de
0,50, 0,23 e 0,27, respectivamente, enquanto para orf725 as frequéncias foram de
0,51, 0,26 e 0,23, respectivamente (Tabela 2). Para o germoplasma de diferentes
origens as frequéncias de 5’cob/orfA501 e orf725 foram iguais, sendo de 0,25, 0,72
e 0,03 para ‘N’, ‘S’ e ‘T’, respectivamente (Tabela 3).

No germoplasma brasileiro as classificagdes dos marcadores 5’cob/orfA501 e
orf725 foram iguais em 23 dos 28 genotipos (82%) (Tabela 1). Para os gendtipos
Serrana, Crioula, EHCEB 20142, Bola Precoce e Alfa SF C-XlI observou-se
alteracbes nas frequéncias dos citoplasma ‘N’ e ‘T’ e pequenas discrepancias entre
‘S’ e ‘T’ para Alfa SF C-XI com os marcadores 5’cob/orfA501 e orf725 (Tabela 1).

Os gendtipos Serrana, Regia, EHCEB 20146, Crioula Mercosul, EHCEB
20142, EHCEB 201427, Alvorada, BRS 367, Rainha, Juporanga e Alfa SF C-XI
apresentaram mistura de citoplasma fértil (‘N’) e estéril ('S’ e ‘T’), tendo potencial
para trabalhos visando identificacdo de linhas ‘A’ e ‘B’ (Tabela 1). Os demais
genaotipos ou apresentaram citoplasma de tipo Unico ou mistura dos dois citoplasmas
estéreis, tendo limitacdes para identificagdo de linhas ‘A’ e ‘B’ dentro dos mesmos
(Tabela 1).

As classificacbes dos pares ‘A’ e ‘B’ com os marcadores 5’cob/orfA501 e
orf725 foram iguais em 18 das 22 linhas (82%) (Tabela 2). As linhas EHCEB
20141027 e EHCEB 20101003 apresentaram discrepancias de classificacdo do tipo
de citoplasma, sendo classificadas como ‘T’ pelos marcadores 5’cob/orfA501 e como
‘S’ pelo marcador orf725. Foram ainda observadas altera¢des nas frequéncias dos
citoplasma ‘N’ e ‘T’ para as linhas EHCEB 20101019 e EHCEB 20102017.
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Os pares EHCEB 20142038/EHCEB 20141038, EHCEB 20112036/EHCEB
20111036, EHCEB 20142040/ EHCEB 20141040, EHCEB 20142028/EHCEB
20141028 e EHCEB 20112006/EHCEB 20111006 apresentaram citoplasma ‘N’ na
linha ‘B’ e citoplasma ‘S’ na linha ‘A’ em todas as plantas avaliadas, enquanto
EHCEB 20101019/EHCEB 20102019, EHCEB 20101017/EHCEB 20102017 e Alfa
SF A/Alfa SF B apresentaram citoplasma ‘T’ e ‘N’, respectivamente, em todas as
plantas ‘A’ e ‘B’ analisadas (Tabela 2). As demais linhas ‘A’ e ‘B’ apresentaram
mistura de citoplasma dentro de uma linha ou diferente classificagdo com os
marcadores 5’cob/orfA501 e orf725 (Tabela 2).

No germoplasma de origem diversa observou-se completa concordancia para
0s nove gendtipos, tanto na classificacdo como na frequéncia dos trés tipos de
citoplasma avaliados com os marcadores 5’cob/orfA501 e orf725 foi de 100%
(Tabela 3). Apenas os genotipos de origem diversa EHCEB 201124, EHCEB 201513
e EHCEB 201423 tem potencial para identificacdo de linhas ‘A’ e ‘B’, pois
apresentaram mistura de citoplasma fértil (‘N’) e estéril (‘T" ou ‘'S’) (Tabela 3).
Avaliacédo do Locus Restaurador da Macho-Fertilidade (Ms)

Os alelos Ms e ms foram detectados nos 59 gendétipos avaliados, tanto em
homozigose como em heterozigose (Tabelas 1, 2 e 3). Os géis foram de facil
identificacdo para todos os marcadores com os dois alelos, produzindo fragmentos
dos tamanhos esperados, conforme Huo et al. (2015) e Kim et al. (2015) (Figuras 3 e
4). Apenas na reacdo empregando o marcador AcPMS1 (Kim et al. 2015) foi
observado presenca em algumas das amostras de bandas inespecificas.

As frequéncias alélicas e genotipicas no germoplasma brasileiro foram
aproximadas com os marcadores AcCSKP1 e AcPMS1, tendo sido de 0,52 e 0,48
para Ms e ms, respectivamente, e de 0,35, 0,33 e 0,32 para MsMs, Msms e msms,
respectivamente (Tabela 1). Foram observadas discrepancias nas classificacdes
alélicas e genotipicas apenas para 0s genoétipos Conquista, Cascuda T8 e Cascuda
T5 (Tabela 1).

As frequéncias alélicas e genotipicas em linhas ‘A’ e ‘B’ foram aproximadas
com os marcadores AcSKP1 e AcPMS1, tendo sido de 0,06 e 0,94 para Ms e ms,
respectivamente, e de 0,02, 0,07 e 0,91 para MsMs, Msms e msms, respectivamente
(Tabela 2). As frequéncias alélicas e genotipicas no germoplasma de origem diversa
foram idénticas com os marcadores AcSKP1 e AcPMS1, tendo sido de 0,49 e 0,51
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para Ms e ms, respectivamente, e de 0,34, 0,29 e 0,37 para MsMs, Msms e msms,

respectivamente (Tabela 3).
DISCUSSAO

O vigor de heterose, que resulta em alto potencial produtivo e maior
uniformidade dos bulbos dos hibridos em relacdo as populacdes de polinizacédo
aberta, tem resultado na ado¢&o dos hibridos em varios paises (Serra and Currah
2002) e na tendéncia do melhoramento de cebola nos ultimos 50 anos nos EUA,
Europa e Japdo (Brewster 2008). O desenvolvimento de marcadores para
identificacdo do locus nuclear mantenedor da macho-esterilidade (ms),
associados com marcadores para identificacdo do tipo de citoplasma feértil (‘N’) ou
macho estéril (‘T" e ‘S’), abre nova perspectiva no desenvolvimento de hibridos,
considerando selecéo de linhas ‘A’ e ‘B’ dentro de germoplasma adaptados a
determinados ambientes, como a regido semiarida do Brasil.

Neste trabalho a coincidéncia dos resultados obtidos pelos marcadores
utilizados para identificacdo citoplasmética foi alta, mas algumas discrepancias
foram detectadas. Os marcadores 5'cob/orfA501 considera a sequéncia do gene cob
(Sato 1998) na diferenciacdo entre os tipos citoplasmaticos, enquanto que o
marcador orf725 o gene cox | (Kim et al. 2009). Contudo ambas as sequéncias
podem ocorrer em quantidades estequiométricas detectaveis em um mesmo
individuo, o que pode gerar discrepancias ao comparar analises desses marcadores,
tais como as observadas nos acessos Conquista, Alfa SF C-XI, EHCEB20141027 e
EHCEB20101003 em que houve alteragdes de frequéncias entre os citoplasmas ‘S’
e ‘T’. Kim et al. (2009) ainda cita que a amplificacdo do orf725, que deveria ocorrer
apenas nos citoplasmas macho-estéreis, também poderia ser detectadas no
citoplasma ‘N’, indicando que o uso desse marcador pode gerar um certo grau de
ambiguidade na classificacédo dos citoplasmas.

Kim and Yooh (2010) tomando como base analises do genoma mitocondrial e
do cloroplasto relatam que genes diferentes podem estar envolvidos na inducao da
esterilidade nos sistema macho estéreis em cebola. Os autores ndo constataram
diferengas entre o citoplasma ‘T" e ‘N’, mas foram encontradas diferengas
significativas desses dois em relacdo ao CMS-S, sugerindo que o CMS-T tenha se

originado a partir citoplasma normal. Esse evento poderia estar associado com as
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divergéncias encontradas na identificacdo dos citoplasmas pelos marcadores
utilizados neste estudo.

Khar and Saini (2016) usaram trés marcadores moleculares para identificacéo
de citoplasmas, dentre esses o 5cob e o orf725, relatando que n&o foram
encontrados resultados divergentes para os marcadores utilizados. No entanto, os
autores reportaram apenas citoplasma ‘N’ e ‘S’, sem a confirmacgao dos resultados
com a associacdo do orfA501 com 5’cob. Desta forma se uma analise mais completa
fosse realizada pelos citados autores, como a aplicada nesse trabalho,
discrepancias poderiam ter sido detectadas.

Os marcadores AcSKP1 (Huo et al. 2015) e AcPMS1 (Kim et al. 2015)
relacionados ao locus Ms, restaurador da fertilidade no sistema CMS-S, amplificaram
fragmentos em individuos portando citoplasma ‘T’. Esses resultados coincidem com
os encontrados por Kim (2014) que relata a presenca do locus Ms em individuos
com tipo citoplasmatico ‘T’. Para o autor a restauracdo da fertilidade nesse
citoplasma pode n&o ser controlada por trés genes independentes, como proposto
por Schweisguth (1973), e sim pela distorcdo de segregacdo de um Unico gene.
Desta forma, a hipétese é de que a restauracdo seja conferida pelo mesmo gene ou
por dois genes fortemente ligados.

Khar and Saini (2016) reportaram frequéncias do locus Ms, estimadas pelos
marcadores AcSKP1 (Huo et al. 2015) e AcPMS1 (Kim et al. 2015), iguais para o
germoplasma tipicamente indiano, exceto para a linhagem 121.1, que foram
encontradas alteracdes das frequéncias. Nesse trabalho, aplicando esses mesmos
marcadores em germoplasma brasileiro, foram observadas as mesmas frequéncias,
exceto algumas pequenas discrepancias nos genétipos Conquista, Cascuda T8 e
Cascuda T5.

Gendtipos que apresentaram mistura de tipo de citoplasma, associados com
alelos recessivos para o locus restaurador tem grande potencial para selecdo de
linhas ‘A’ e ‘B’. Nessa situacédo para o sistema CMS-S, de maior estabilidade para
producdo de hibridos (Havey 2000), foram identificados quatro genoétipos no
germoplasma brasileiro analisado: Régia, EHCEB 20146, EHCEB 201427 e
Alvorada. Os genétipos EHCEB 20142040/EHCEB 20141040, EHCEB
20142028/EHCEB20141028 e EHCEB 20112006/EHCEB20111006 apresentaram
todas as plantas na condicdo Nmsms e Smsms, podendo ser consideradas linhas ‘B’
e ‘A, respectivamente, para o sistema CMS-S. O par EHCEB 20142038/EHCEB
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20141038, apesar de apresentar pureza para o tipo de citoplasma, apresentou
mistura alélica nas linhas ‘B’ e ‘A’, necessitando de eliminagdo das plantas na
condicao heterozigota, para completa homozigose msms.

Para o sistema CMS-T foram identificados 11 gendtipos com potencial para
obtencado de linhas ‘A’ e ‘B’, considerando mistura de citoplasma e plantas msms:
Serrana, Régia, EHCEB 20146, Crioula Mercosul, EHCEB 20142, EHCEB 201427,
Alvorada, BRS 367, Rainha, Juporanga e Alfa SF C-XI. Os genétipos EHCEB
20142027/EHCEB 20141027, EHCEB 20102019/EHCEB20101019 e Alfa SF ‘B’/Alfa
SF ‘A’ apresentaram todas as plantas na condigdo Nmsms e Tmsms, podendo ser
consideradas linhas ‘B’ e ‘A’, respectivamente, para o sistema CMS-T. As linhas Alfa
SF ‘A’/Alfa SF ‘B’ foram identificadas anteriormente por Santos et al. (2010), que
adotaram identificacdo molecular 5’cob/orfA501 de plantas macho-estéreis com
pareamento no campo de plantas férteis, seguindo de cruzamentos testes.

No sistema CMS-T alelos de trés genes condicionam a macho esterilidade:
plantas com citoplasma ‘T’ sdo férteis se possuem alelo dominante A ou ambos
dominantes alelos complementares C e D (Brewster 2008). Devido a esse complexo
controle, linhas ‘B’ (Nmsms) do sistema CMS-S tem sido usadas como
mantenedoras de linhas ‘A’ do sistema CMS-T (Pathak 2000). Meer Van Der and
Van Bennekon (1969) observaram que o citoplasma ‘T’ pode ter a esterilidade
afetada pela temperatura, pois quando analisaram uma linhagem CMS-T
encontraram 93% de plantas macho-estéreis a 14°C e apenas 10% a 23°C.

A genotipagem de populacédoes de polinizacdo aberta ou linhas previamente
trabalhadas para linhas ‘A’ e ‘B’ para tipo de citoplasma e locus nuclear Ms consiste
de um estudo preliminar essencial para identificar os matérias mais promissores, que
deverdo seguir para uma fase posterior de estudo, avaliando-se maior niumero de
amostras por genotipos e associando com estudos de viabilidade polinica e
cruzamentos testes para confirmacdo da condicdo de plantas macho-estéreis e
restauradoras da macho-esterilidade.

As populacgdes de polinizagédo aberta ainda sdo importantes em paises como
o Brasil (Santos et al. 2010) e india (Khar and Saini 2016). Para Brewster (2008) as
populacdes de polinizagao aberta selecionadas localmente sdo melhor adaptadas a
sua regiao, podendo superar o potencial de hibridos desenvolvidos em outras

regides. Nesse cenario a identificacdo de linhas ‘A’ e ‘B’ dentro de populacdes de

polinizacdo aberta adaptadas, como a realizada no presente estudo, pode ser a
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melhor situacéo para regides que importam sementes de hibridos de outros paises,

de condi¢cdes edafoclimaticas diferentes.
CONCLUSOES

1. As frequéncias citoplasmaticas, com os marcadores 5’cob/orfA501 e orf725, bem
como as alélicas e genotipicas do locus restaurador da macho-fertilidade, com os
marcadores AcSKP1 e AcPMS1, apresentaram alta concordancia nos 59
acessos de cebola avaliados;

2. Os acessos Régia, EHCEB 20146, EHCEB 201427, Alvorada, Serrana, Crioula
Mercosul, EHCEB 20142, BRS 367, Rainha, Juporanga e Alfa SF C-XI tém

’

potencial para identificacdo de linhas ‘A’ e ‘B’ pois apresentaram misturas para
tipo de citoplasma e frequéncia alélicas para o locus restaurador da macho-
fertilidade;

3. Os acessos EHCEB 20142040/EHCEB 20141040, EHCEB
20142028/EHCEB20141028 e EHCEB 20112006/EHCEB20111006
apresentaram todas as plantas avaliadas na condicdo Nmsms e Smsms e tém
potencial para linhas ‘B’ e ‘A’, respectivamente, para o sistema CMS-S.

4. Os acessos EHCEB 20142027/EHCEB 20141027, EHCEB
20102019/EHCEB20101019 e Alfa SF ‘B’/Alfa SF ‘A’ apresentaram todas as
plantas na condicdo Nmsms e Tmsms e tem potencial para linhas ‘B’ e ‘A,

respectivamente, para o sistema CMS-T.
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Tabela 1. Tipo de citoplasma fértil ‘N’ e macho-estéril ‘'S’ e ‘T’ e genotipagem para o
locus restaurador da macho fertiidade (Ms) em sete plantas de germoplasma
brasileiro.

Gendtipo Marcador do Citoplasma Marcador Genotipagem
citoplasma N S T nuclear MsMs Msms msms
Serrana 5’cob/orfA501 2 0 5 AcSKP1 5 1 1
orf725 4 0 3 AcPMS1 5 1 1
Regia 5’cob/orfA501 5 1 1 AcSKP1 0 1 6
orf725 5 1 1 AcPMS1 0 1 6
EHCEB 20146 5’cob/orfA501 1 3 3 AcSKP1 3 2 2
orf725 1 3 3 AcPMS1 3 2 2
Crioula 5’cob/orfA501 1 0 6 AcSKP1 1 3 3
orf725 4 0 3 AcPMS1 1 3 3
Primavera 5’cob/orfA501 7 0 0 AcSKP1 0 0 7
orf725 7 0 0 AcPMS1 0 0 7
EHCEB 5’cob/orfA501 O 7 0 AcSKP1 3 4 0
orf725 0 7 0 AcPMS1 3 4 0
EHCEB 20142 5’cob/orfA501 3 0 4 AcSKP1 1 4 2
orf725 1 0 6 AcPMS1 1 4 2
Bola Precoce 5’cob/orfA501 O 0 7 AcSKP1 4 3 0
orf725 1 0 6 AcPMS1 4 3 0
EHCEB 5’cob/orfA501 2 2 3 AcSKP1 1 2 4
orf725 2 2 3 AcPMS1 1 2 4
Alvorada 5’cob/orfA501 4 1 1 AcSKP1 1 5 1
orf725 5 1 1 AcPMS1 1 4 1
Roxa Barreiro 5’cob/orfA501 7 0 0 AcSKP1 4 2 1
orf725 7 0 0 AcPMS1 3 2 1
Conauista 5’cob/orf501A 6 0 0 AcSKP1 5 1 0
orf725 6 1 0 AcPMS1 6 1 0
Imperatriz 5’cob/orfA501 O 7 0 AcSKP1 1 3 1
orf725 0 7 0 AcPMS1 1 3 1
Séo Paulo 5’cob/orfA501 O 0 6 AcSKP1 3 1 3
orf725 0 0 7 AcPMS1 2 1 2
BRS 367 5’cob/orfA501 3 0 4 AcSKP1 0 2 3
orf725 3 0 3 AcPMS1 0 3 3
Rainha 5’cob/orfA501 6 0 1 AcSKP1 4 2 1
orf725 6 0 1 AcPMS1 4 2 1
Juporanoa 5’cob/orfA501 6 0 1 AcSKP1 5 1 1
orf725 6 0 1 AcPMS1 5 1 1
Cascuda T8 5’cob/orfA501 O 3 4 AcSKP1 1 3 3
orf725 0 3 4 AcPMS1 2 2 3
Cascuda T7 5’cob/orfA501 7 0 0 AcSKP1 3 3 1
orf725 7 0 0 AcPMS1 2 3 1
Cascuda T6 5’cob/orfA501 7 0 0 AcSKP1 2 4 1
orf725 7 0 0 AcPMS1 2 4 1
Cascuda T5 5’cob/orfA501 O 7 0 AcSKP1 4 2 1
orf725 0 7 0 AcPMS1 3 3 1
Cascuda T4 5’cob/orfA501 O 7 0 AcSKP1 3 4 0
orf725 0 7 0 AcPMS1 3 3 0
Cascuda T3 5’cob/orfA501 7 0 0 AcSKP1 5 1 1
orf725 7 0 0 AcPMS1 5 1 1
Cascuda T2 5’cob/orfA501 O 7 0 AcSKP1 3 3 1
orf725 0 7 0 AcPMS1 3 2 1
Alfa SF C-XI 5’cob/orfA501 3 0 4 AcSKP1 2 2 3
orf725 0 1 6 AcPMS1 2 1 2
IPA 12 5’cob/orfA501 O 7 0 AcSKP1 4 2 1
orf725 0 7 0 AcPMS1 2 1 2
IPA 11 5’cob/orfA501 7 0 0 AcSKP1 0 2 5
orf725 6 0 0 AcPMS1 0 2 5
IPA 10 5’cob/orfA501 7 0 0 AcSKP1 0 1 6
orf725 7 0 0 AcPMS1 0 1 6
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Tabela 2. Tipo de citoplasma fértil ‘N’ e macho-estéril ‘S’ e ‘T’ e genotipagem para o
locus restaurador da macho fertilidade (Ms) em sete plantas de linhas previamente
selecionadas como ‘A’ e ‘B’.

Gendtipo Marcador do  Citoplasma Marcador Genotipagem
Citoplasma N S T nuclear MsMs Msms msms
EHCEB20142038 5’cob/orfA501 6 0 O AcSKP1 3 3 1
orf725 7 0 O AcPMS1 3 3 1
EHCEB20141038 5’cob/orfA501 0 7 O AcSKP1 0 3 3
orf725 O 7 O AcPMS1 0 4 3
EHCEB20112036 5’cob/orfA501 7 0 O AcSKP1 0 1 6
orf725 7 0 O AcPMS1 0 1 6
EHCEB20111036 5’cob/orfA5S01 0 7 O AcSKP1 0 0 7
orf725 O 7 O AcPMS1 0 0 5
EHCEB20142040 5’cob/orfA501 7 0 O AcSKP1 0 0 6
orf725 7 0 O AcPMS1 0 0 7
EHCEB20141040 5’cob/orfA501 0 7 O AcSKP1 0 0 7
orf725 O 7 O AcPMS1 0 0 7
EHCEB20142027 5’cob/orfA501 6 0 O AcSKP1 0 0 7
orf725 7 0 O AcPMS1 0 0 7
EHCEB20141027 5’cob/orfA501 0 0 7 AcSKP1 0 0 7
orf725 0 2 5 AcPMS1 0 0 7
EHCEB20142028 5’cob/orfA501 7 0 O AcSKP1 0 0 7
orf725 7 0 O AcPMS1 0 0 6
EHCEB20141028 5’cob/orfA501 0 7 O AcSKP1 0 0 7
orf725 O 7 O AcPMS1 0 0 7
EHCEB20101003 5’cob/orfA501 0 0 7 AcSKP1 0 0 7
orf725 0 2 5 AcPMS1 0 0 7
EHCEB20122003 5’cob/orfA501 7 0 O AcSKP1 0 0 7
orf725 7 0 O AcPMS1 0 0 7
EHCEB20101019 5’cob/orfA5S01 0 0 7 AcSKP1 0 1 6
orf725 7 0 O AcPMS1 0 1 6
EHCEB20102019 5’cob/orfA501 7 0 O AcSKP1 0 0 7
orf725 7 0 O AcPMS1 0 0 7
EHCEB20101017 5’cob/orfA501 O O 6 AcSKP1 0 0 7
orf725 0O 0 6 AcPMS1 0 0 7
EHCEB20102017 5’cob/orfA501 6 0 1 AcSKP1 0 2 5
orf725 7 0 O AcPMS1 0 2 2
EHCEB20141008 5’'cob/orfA501 1 0 6 AcSKP1 0 0 7
orf725 1 0 6 AcPMS1 0 0 7
EHCEB20142008 5’cob/orfA501 7 0 O AcSKP1 0 0 6
orf725 7 0 O AcPMS1 0 0 6
EHCEB20111006 5’cob/orfA501 0 7 O AcSKP1 0 0 6
orf725 o 7 O AcPMS1 0 0 7
EHCEB20112006 5’cob/orfA501 7 0 O AcSKP1 0 0 7
orf725 7 0 O AcPMS1 0 0 7
Alfa SF ‘A’ 5cob/orfA501 0 0 7 AcSKP1 0 0 7
orf725 o 0 7 AcPMS1 0 0 7
Alfa SF ‘B’ 5cob/orfA5S01 7 0 O AcSKP1 0 0 7
orf725 7 0 O AcPMS1 0 0 7
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Tabela 3. Tipo de citoplasma fértil ‘N’ e macho-estéril ‘S’ e ‘T’ e genotipagem para o
locus restaurador da macho fertilidade (Ms) em sete plantas de germoplasma de
origem diversa.

Gendtipo Marcador do Citoplasma Marcador Genotipagem
citoplasma N S T nuclear MsMs Msms Msms
EHCEB 201525 5’cob/orfA501 O 7 0 AcSKP1 2 3 2
orf725 0 7 0 AcPMS1 2 3 2
EHCEB 201515 5’cob/orfA501 0 5 0 AcSKP1 2 1 2
orf725 0 5 0 AcPMS1 2 1 2
Optima F1 5’cob/orfA501 0 7 0 AcSKP1 O 0 7
orf725 0 7 0 AcPMS1 O 0 7
Sirius F1 5’cob/orfA501 O 7 0O AcSKP1 2 3 2
orf725 0 7 0 AcPMS1 2 3 2
F2 (EHCEB 20131006 5’cob/orfA501 O 7 0 AcSKP1 2 3 1
EHCEB 20133014) orf725 0 7 0 AcPMS1 2 3 1
F2 (EHCEB 20151030 5’cob/orfA501 0 7 0 AcSKP1 1 5 1
EHCEB 20133015) orf725 0 7 0 AcPMS1 1 5 1
EHCEB 201124 5’cob/orfA501 6 1 0 AcSKP1 14 2 1
orf725 6 1 0 AcPMS1 4 2 1
EHCEB 201513 5’cob/orfA501 5 0 2 AcSKP1 7 0 0
orf725 5 0 2 AcPMS1 7 0 0
EHCEB 201423 5'cob/orfA501 4 3 0 AcSKP1 O 1 6
orf725 4 3 0 AcPMS1 0 1 6
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Figura 1. Fragmentos de DNA de 21 amostras de cebola (Allium cepa L.),
amplificados com os primers dos marcadores 5’cob e orfA501. Acesso EHCEB
20111036 (citoplasma ‘S’, fragmentos com 414, 180 e 473 pb) = colunas 1, 2, 3, 4, 5,
6 e 7. Acesso Alfa SF ‘A’ (citoplasma ‘T’, fragmentos com 180 e 473 pb) = colunas 8,
9, 10, 11, 12, 13 e 14. Acesso Cascuda T5 (citoplasma ‘N’, fragmentos com 180 pb)
= colunas 15, 16, 17, 18, 19, 20 e 21. L = Ladder 100 pb.

L
8 9 10 11 12 1314 1516 17 18 19 20 21

---n----..“-“,,“,. =

Figura 2. Fragmentos de DNA de 21 amostras de cebola (Allium cepa L.),
amplificados com os primers do marcador orf725. Acesso EHCEB 20111036
(citoplasma ‘S’, fragmentos com 628 pb) = colunas 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7. Acesso Alfa
SF ‘A’ (citoplasma ‘T’, fragmentos com 628 e 833 pb) = colunas 8, 9, 10, 11,12, 13 e
14. Acesso Cascuda T7 (citoplasma ‘N’, fragmentos com 833 pb) = colunas 15, 16,
17,18, 19, 20 e 21. L = Ladder 100 pb.
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Figura 3. Fragmentos de DNA de 21 amostras de cebola (Allium cepa L.),
amplificados com os primers do marcador AcSKP1. Acesso Sirius F1 (homozigoto
recessivo, fragmentos com 628 pb) = colunas 1, 2, 3, 4, 5, e 6. Acesso Primavera
(homozigoto dominante, fragmentos com 898 pb) = coluna 7, 10 e 12 e
(heterozigoto, fragmentos com 628 e 898 pb) = colunas 8, 9, 11 e 13. Acesso
EHCEB 20142 (homozigoto dominante, fragmento com 898 pb) = coluna 14 e
(heterozigoto, fragmentos com 628 e 898 pb) = colunas 16, 17, 19 e 20 e
(homozigoto recessivo, fragmentos com 628 pb) = colunas 15 e 18. Acesso Bola
Precoce (homozigoto dominante, fragmento com 898 pb) = coluna 21. L = Ladder
100 pb.
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Figura 4. Fragmentos de DNA de 21 amostras de cebola (Allium cepa L.),
amplificados com os primers do marcador AcPMS1. Acesso EHCEB 20146
(homozigoto recessivo, fragmentos com 276 pb) = colunas 1 e 2 e (homozigoto
dominante, fragmentos com 242 pb) = colunas 3 e 4. Acesso Composto 1
(homozigoto dominante, fragmentos com 242 pb) = coluna 9, (heterozigoto,
fragmentos com 242 e 276 pb) = colunas 5, 6 e 10 e (homozigoto recessivo, com
fragmentos de 276 pb) = colunas 7, 8 e 11. Acesso Crioula Mercosul (homozigoto
dominante, fragmento com 242 pb) = coluna 14 e 17, (heterozigoto, fragmentos com
242 e 276 pb) = colunas 12, 13, e 16 e (homozigoto recessivo, fragmentos com 276
pb) = colunas 15 e 18. Acesso Sirius F1 (homozigoto recessivo, fragmento com 276
pb) = coluna 19, 20 e 21. L = Ladder 100 pb.
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CAPITULO llI

IDENTIFICAGAO MOLECULAR DE LINHAS ‘A’ E ‘B’ ASSOCIADO
COM A FERTILIDADE DE POLEN EM ACESSOS DE CEBOLA
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Identificagao Molecular de Linhas ‘A’ e ‘B’ Associado com a Fertilidade de
Pb6len em Acessos de Cebola

Resumo

O objetivo deste trabalho foi a identificacdo de linhas ‘A’ e ‘B’, em germoplasma
brasileiro, associando a identificacdo por marcadores moleculares do tipo de
citoplasma e do locus Ms com a analise da viabilidade polinica para selecionar
linhas ‘A’ e ‘B’ para producgéo de hibridos de cebola. Foi utilizado os marcadores
orf725 e AcSKP1 para identificacdo do citoplasma e alelos do ndcleo,
respectivamente. A viabilidade polinica foi estimada pelo carmim acético 2%,
solucéao de Alexander modificada e germinacgao in vitro. A selecdo molecular e testes
de viabilidade polinica apresentaram completa concordancia para as linhagens Alfa
SF (Nmsms), BRS 367 (Tmsms), BRS 367 (Nmsms), Cascuda T7 (Nmsms),
Cascuda T5 (Smsms), EHCEB 20102017 e EHCEB 20142027. Para Alfa SF
(Tmsms), EHCEB 20142028 (Nmsms), EHCEB 20141028 (Smsms), EHCEB
20141027 (Tmsms) e EHCEB 20141017 (Tmsms) ndo houve validacdo da selecdo
molecular pelos de testes de viabilidade polinica para alguns individuos. Os métodos
de avaliacdo da viabilidade polinica ndo apresentaram concordéancia de classificacéo
estéril e fértil para os acessos EHCEB 20142028, EHCEB 20141028, EHCEB
20141027 e EHCEB 20141017. Plantas de polen fértil dentro de uma linha ‘A’
especifica foram eliminadas antes da antese. Seis pares de linhas ‘A’ e ‘B’
identificados no presente estudo, Alfa SF (Tmsms) x Alfa SF (Nmsms), BRS 367
(Tmsms) x BRS 367 (Nmsms), Cascuda T7 (Nmsms) x Cascuda T5 (Smsms),
EHCEB 20142027 (Nmsms) x 20141027 (Tmsms), EHCEB 20102017 (Nmsms) X
EHCEB 20141017 (Tmsms) e EHCEB 20142028 (Nmsms) x EHCEB 20141028
(Smsms), apresentam potencial para o desenvolvimento de hibridos.

Palavras-chave: Allium cepa, viabilidade polinica, macho-estéril, mantenedora,
hibrido.



44
FERREIRA, R. R. Identificagdo Molecular do Locus Restaurador da Macho-Fertilidade (Ms), Tipo de
Citoplasma e Viabilidade de Pélen em Acessos de Cebola (Allium cepa L.)

Molecular Identification of ‘A’ and ‘B’ Lines Associated with Pollen Fertility
in Onion Accessions

Abstract

The goal of this study was to identify ‘A’ and ‘B’ lines, in Brazilian germplasm,
associating molecular marker identification of cytoplasmic type and Ms locus with
analysis of pollen viability in order to select stable ‘A’ and ‘B’ lines for onion hybrid
production. It was used orf725 and AcSKP1 markers for cytoplasmic identification
and nuclear alleles, respectively. The pollen viability was estimated with
acetocarmine 2%, Alexander’s staining and in vitro germination. Molecular markers
selection and pollen viability tests showed complete agreement for Alfa SF (Nmsms),
BRS 367 (Tmsms), BRS 367 (Nmsms), Cascuda T7 (Nmsms), Cascuda T5
(Smsms), EHCEB 20102017 and EHCEB 20142027. For Alfa SF (Tmsms), EHCEB
20142028 (Nmsms), EHCEB 20141028 (Smsms), EHCEB 20141027 (Tmsms) and
EHCEB 20141017 (Tmsms) there was no validation of molecular selection by pollen
viability tests for some plants. The pollen viability evaluation methods did not present
sterile and fertile classification agreement for the accesses EHCEB 20142028,
EHCEB 20141028, EHCEB 20141027 and EHCEB 20141017. Plants with fertile
pollen within a specific ‘A’ live were eliminated before anthesis. Six pairs of 'A" and 'B'
lines identified in the present study, Alfa SF (Tmsms ) x Alfa SF (Nmsms), BRS 367
(Tmsms) x BRS 367 (Nmsms), Cascuda T7 (Nmsms) x Cascuda T5 (Smsms),
EHCEB 20142027 (Nmsms) x 20141027 (Tmsms), EHCEB 20102017 (Nmsms) X
EHCEB 20141017 (Tmsms) and EHCEB 20142028 (Nmsms) x EHCEB 20141028
(Smsms) demonstrated potential for the development of onion hybrids.

Key words: Allium cepa, maintainer, male-sterile, pollen viability, hybrid
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INTRODUCAO

A cebola (Allium cepa L.) destaca-se como uma das principais olericolas
produzidas no Brasil, com produg&o estimada em 1,6 milh&o toneladas para o ano
de 2017 (IBGE 2017). Os estados da Bahia e Pernambuco, na regidao Nordeste,
respondem por quase 20% da producdo nacional, onde predomina o0 uso de
cultivares de polinizacdo aberta (Santos et al. 2012). Apesar do aumento do plantio
dos hibridos nas regides Sudeste, Centro-Oeste e em parte do Nordeste (Faria et al.
2012), as cultivares de polinizacao aberta respondem por quase 70% da producéo
brasileira de cebola no Brasil (Santos and Oliveira 2011).

Para a producdo de sementes de hibridos em cebola séo utilizados os
sistemas CMS-S e CMS-T de esterilidade nuclear-citoplasmética, sendo o
primeiro o0 mais amplamente utilizado, devido a grande estabilidade que expressa
nos diversos ambientes (Havey 2000). No sistema CMS-S apenas um gene (Ms)
restaura a fertilidade, enquanto alelos de trés genes estdo envolvidos na
restauracao da fertilidade no sistema CMS-T (Kim et al. 2015). Nesses sistemas é
necessario a utilizacdo de linhagens macho-estéreis (linhas ‘A’), linhagens
mantenedoras (linhas ‘B’) e linhagens com boa capacidade de recombinacao
(linhas ‘C’) (Santos et al. 2008).

A obtencao de hibridos de cebola, pelo método convencional, € uma atividade
onerosa e que demanda quase 20 anos em regides temperadas, principalmente
quando as linhas ‘A’ (macho-estéreis) e linhas ‘B’ (mantenedoras) ainda nao tiverem
sido identificadas nas populacbes de polinizacdo aberta (Pike 1986). Tentativas
anteriores para identificar linhas ‘A’ e ‘B’ em germoplasma brasileiro por métodos
convencionais nao resultaram no desenvolvimento de hibridos de cebola (Santos et
al. 2010).

A completa seleg¢ao assistida de linhas ‘A’ e ‘B’ por marcadores moleculares
tornou-se possivel com a identificacdo do citoplasma por 5’cob e orfA501 (Sato
1998, Engelke et al. 2003) ou orf725 (Kim et al. 2009), bem como a possivel
identificacdo do locus nuclear restaurador da macho-esterilidade (Ms) por
AcSKP1 (Huo et al. 2015) ou AcPMS1 (Kim et al. 2015). Espera-se dessa forma, que
a identificacdo de linhas ‘A’ e ‘B’ assistida por marcadores seja efetuada em quatro
anos, considerando pelo menos um cruzamento teste’, reduzindo consideravelmente

0 tempo necessario por meétodos classicos.
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A estabilidade de producéo de gréos de pdlen férteis e estéreis em linhas ‘B’ e
‘A, respetivamente, base da producéo de hibridos de cebola, pode ser comprovada
por coloragdo com reagentes diversos, como carmim acético, solucdo de Alexander
e germinacado in vitro do grdo de polen (Abdelgadir et al. 2012). Khar and Saini
(2016), reportaram selecdo assistida molecular de linhas ‘A’ e ‘B’ em
germoplasma indiano de cebola, associando com a coloracdo de carmim acético
para viabilidade polinica. Para germoplasma brasileiro ndo foram encontrados
trabalhos semelhantes, associando sele¢cdo assistida para linhas ‘A’ e ‘B’ com
analise da viabilidade polinica.

O objetivo desse trabalho foi a identificacdo de linhas ‘A’ e ‘B’, em
germoplasma brasileiro, associando a identificacdo por marcadores moleculares do
tipo de citoplasma e do locus Ms com a analise da viabilidade polinica, etapa inicial

para o desenvolvimento de hibridos de cebola.
MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Foram avaliados 12 acessos (Tabela 1), do banco de germoplasma de
cebola da EMBRAPA, identificados em avaliacdo preliminar (Capitulo 1), com
potencial para selecdo de linhas ‘A’ e ‘B’, pois apresentavam ou mistura de
citoplasma e alelos recessivos ms ou 100% de plantas na condicio Nmsms e
Smsms ou Tmsms. O transplantio das mudas de cebola foi realizado em maio/2016
e a colheita em setembro/2016 no campo experimental da Embrapa Semiérido,
Petrolina, PE.

Os bulbos colhidos foram armazenados e vernalizados em camara fria por
120 dias, a temperatura de 8°C e umidade do ar em torno de 60%, para posterior
plantio e emisséo de escapo floral para avaliacdo da viabilidade polinica e analises
com marcadores citoplasmaticos e locus restaurador da macho-fertilidade.
Avaliacao do Tipo de Citoplasma e do Locus Restaurador da Macho-Fertilidade
(Ms)

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando-se o protocolo CTAB 2x
(Doyle and Doyle 1990) como descrito no capitulo 1.

O tipo de citoplasma foi identificado com marcador orf725 (Kim et al. 2009),
para volume final de 10 ul: 0,2 yM de cada primer, 0,2 mM de cada dNTP, 1x de
tampéo de PCR, 2,0 mM de MgCl,, 1,0 unidade da enzima Taq DNA polimerase e
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50 ng DNA total. A programacdo do termociclador para as amplificacbes desse
marcador consistiu de um ciclo inicial de desnaturacdo de 5 min a 94°C, 40 ciclos de
30 s a 94°C, 1 min a 60°C e 90 s a 72°C, e um ciclo final de 5 min a 72°C. Os
produtos de PCR foram visualizados e classificados em géis de agarose 1,5%:
fragmento de 833 pb = citoplasma ‘N’, fragmentos de 833 pb e 628 pb = citoplasma
‘T’ e fragmento de 628 pb = citoplasma ‘S’.

Os alelos do locus restaurador da macho-esterilidade foram identificados pelo
AcSKP1 (Huo et al. 2015), para volume final de 25 pl: 50 ng de DNA total, 0,4 uM de
FU898, 0,4 uM de FD898, 0,2 uM de SU628, 0,2 uM de SD628, 0,15 mM de cada
dNTP, 1x de tampéo de PCR, 2,0 mM de MgCl; e 2,0 unidades da enzima Taqg DNA
polimerase. Foi adotado o protocolo de amplificacdo conforme descrito por Huo et al.
(2015). Os produtos amplificados foram separados e classificados em géis de
agarose a 1,5 %:

A avaliacdo para o locus restaurador da fertilidade do marcador AcSKP1
considerou: fragmento de 898 pb = homozigoto dominante (MsMs), fragmento de
898 e 628 pb = heterozigoto (Msms) e fragmento de 628 pb = homozigoto recessivo
(msms).

Anédlise da Viabilidade do Pdélen

Plantas identificadas com citoplasma Smsms ou Tmsms e Nmsms foram
avaliadas para fertilidade ou esterilidade do grdo de pdlen. Foram coletadas, ao
acaso, quatro flores recém-abertas da umbela de cada planta a ser avaliada para a
analise de viabilidade do polen pelos métodos de coloracdo com carmim acético 2%
e solugcéo de Alexander modificado (Peterson et al. 2010), bem como germinagao in
vitro.

Coloracdo com Carmim Acético 2% e com Solucdo de Alexander Modificada

Botdes florais recém-abertos de plantas de cada acesso foram coletados
individualmente. Para o preparo das laminas, o podlen foi retirado a partir do
esmagamento de anteras imersas em uma gota de corante depositada sobre lamina
histologica. As laminas foram cobertas com laminulas. Foram preparadas quatro
laminas por inflorescéncia para cada corante e, em cada lamina, foram contados, em
microscopio 6ptico no aumento de 100 vezes, um total de 100 grdos de pdlen,
totalizando 400 graos de polen para as quatro repeticdes por corante.

Para o carmim acético 2% os graos de polen foram classificados como férteis,

quando apresentaram 100% de coloragdo avermelhada, e estéreis, quando
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apresentaram 100% coloragcdo amarronzada, nenhuma coloracdo ou coloragao
parcial. Para a solucdo de Alexander modificada foram considerados os grédos de
pélen viaveis quando apresentavam coloracdo roxa e inviaveis quando
apresentavam coloracéo verde ou cor difusa.

Germinacao in vitro

Os grdos de polen foram coletados durante a antese das flores da
inflorescéncia e inoculados em laminas escavadas contendo meio de cultura
constituido de 200 g L™ de sacarose, 50 mg L™ de 4cido bérico e 1 g de &gar, apds
ser aquecido para total diluicdo do agar (Gomes et al. 2000). O meio foi distribuido
nos poc¢os das laminas escavadas apos ser aquecido para total diluicdo do agar.

O pdélen foi espalhado sobre o meio de cultura de modo a promover uma
distribuicdo homogénea do material. As laminas contendo os grdos de pdlen e o
meio de cultura foram mantidas em placas de Petri contendo papel umedecido,
simulando uma céamara 0Omida, para evitar o0 ressecamento do meio, e
acondicionados a temperatura ambiente com exposi¢cdo a luz. O periodo minimo
para iniciar a avaliacao foi de 4 horas. Foi avaliada a germinagao pelo comprimento
do tubo polinico, com o auxilio de um microscépio éptico com aumento de 100 vezes
(Karak and Hazra 2012). Para facilitar a contagem dos gréos de pdlen, cada poco da
lamina foi divido em dois campos de viséo, correspondendo a duas repeticbes. Para
cada planta foram preparados dois pocos, totalizando quatro repeticbes. Em cada
repeticdo foram contados 100 grdos de pélen. Foram considerados como férteis
graos de polen que apresentaram tubo polinico de comprimento igual ou superior ao

diametro do préprio gréo de polen.
RESULTADOS

Os géis foram de facil identificacdo, produzindo fragmentos dos tamanhos
esperados, tanto para o marcador citoplasmatico orf725 (Kim et al., 2009) (Figura 1),

como para o marcador do locus restaurador AcCSKP1 (Huo et al., 2015) (Figura 2).

Foram observadas linhas ‘A’ e ‘B’ puras, apresentando classificacdo 100%
Smsms ou Tmsms e 100% Nmsms, respectivamente, para genétipos selecionados
para essa combinacdo génico-citoplasmatica: Alfa SF linha ‘A’/Alfa SF linha ‘B’,
EHCEB 20141028/EHCEB 20142028, EHCEB 20141027/EHCEB 20142027 e
EHCEB 20101017/EHCEB 20102017 (Tabela 1). O acesso ‘BRS 367’ apresentou

mistura para tipo de citoplasma, bem como mistura genotipica para o locus
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restaurador da fertilidade, que pode possibilitar a identificacido de linhas ‘A’ e ‘B’
(Tabela 1). Os acessos Cascuda T7 (‘B’) e Cascuda T5 (‘A’) apresentaram tipo unico
de citoplasma e mistura genotipica para a restauracdo da fertilidade (Tabela 1),
indicando a possibilidade do uso de plantas da Cascuda T7 como mantenedoras de
plantas da Cascuda T5, considerando que o0s dois acessos possuem 0 mesmo
‘background’ de cebola valenciana.

A diferenciacdo entre grdos de polen viaveis e invidveis foi facilmente
detectavel para CMS-S (Figura 3) e CMS-T (Figuras 4). As analises de viabilidade de
grdos de pdlen de plantas com citoplasma Smsms ou Tmsms e Nmsms
apresentaram classificacdo idéntica para plantas férteis ou estéreis para 0s acessos
Alfa SF (Tmsms), Alfa SF (Nmsms), BRS 367 (Tmsms), BRS 367 (Nmsms),
Cascuda T7 (Nmsms), Cascuda T5 (Smsms), EHCEB 20142027 (Nmsms) e EHCEB
20102017 (Nmsms) pelos trés métodos adotados (Tabela 2). Foram observadas
pequenas diferencas de classificacdo entre os dois métodos de coloracdo com a
germinacdo in vitro para os acessos EHCEB 20142028 (Nmsms) e EHCEB
20141028 (Smsms), pequenas diferencas de classificacdo entre os trés métodos
para os acessos EHCEB 20141027 (Tmsms) e pequena diferenca de classificagao
entre a coloragcdo com carmim acético e solucdo de Alexander modificada para o
acesso EHCEB 20141017 (Tmsms) (Tabela 2).

Na linha estéril Alfa SF (Tmsms) apenas duas plantas, entre as 12 analisadas,
apresentaram a esperada esterilidade, enquanto todas as plantas férteis de Alfa SF
(Nmsms) apresentaram fertilidade pelos trés métodos de viabilidade do pdlen
(Tabelas 1 e 2). Para os acessos BRS 367 (Tmsms), BRS 367 (Nmsms), Cascuda
T5 (Smsms), Cascuda T7 (Nmsms), EHCEB 20142027 (Nmsms) e EHCEB
20102017 (Nmsms) foram observadas completa concordancia entre as plantas de
classificacdo génico-citoplasmatica com a esterilidade e fertilidade, respectivamente,
com os trés métodos de viabilidade polinica (Tabelas 1 e 2).

Foram observadas discrepancias, de 8% para EHCEB 20142028 (Nmsms) e
20% para EHCEB 20141017 (Tmsms) considerando a classificacdo génico-
citoplasmatica assistida por marcadores (Tabela 1) com a viabilidade polinica com
0s trés métodos (Tabela 2). Para o acesso EHCEB 20141028 (Smsms) foi
observada discrepancia de classificagdo de 17% entre a identificagdo molecular
(Tabela 1) com a viabilidade por coloracao e de 2,3% com a germinagao in vitro

(Tabela 2), enquanto que para o acesso EHCEB 20141027 (Tmsms) as
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discrepancias foram maiores, de 32% e 14,3% para os dois métodos de coloracéo e

germinacao in vitro, respectivamente (Tabela 2).
DISCUSSAO

O fenbmeno da heterose ou vigor hibrido tem beneficiado a agricultura e
fascinado geneticistas por mais de 100 anos, sendo a heterose definida como a
situacdo na qual hibridos exibem performance agronémica superior & dos genitores
(Schnable and Springer 2013). Santos et al. (2012) reportaram heterobeltiose de
34,0% e 30,2% em hibridos experimentais de Baia Periforme, com linhas ‘A’ e ‘B’
identificadas na BRS Alfa Sao Francisco, avaliados em Petrolina, PE. A identificacdo
de varias linhas ‘A’ e ‘B’, associando selec¢ao assistida por marcadores para tipo de
citoplasma e locus Ms com viabilidade polinica, como realizado de forma pioneira
nesse trabalho para germoplasma brasileiro, podera reduzir substancialmente os
precos dos hibridos disponiveis no mercado local, possibilitando maior uso pelos

produtores.

As plantas dos acessos analisadas no presente estudo apresentaram
classificagdo 100% Smsms ou Tmsms e 100% Nmsms, confirmando avaliacdo
prévia realizada com marcadores para tipo de citoplasma e locus Ms (Capitulo II) e
indicando o potencial delas para o desenvolvimento de hibridos. A auséncia de
segregacao dentro de linhas ‘A’ e ‘B’ é essencial para a producédo hibridos de
cebola, considerando que a existéncia de segregantes podera diminuir o vigor de
heterose e a uniformidade de bulbos e a maturacdo esperada nos hibridos
comerciais.

A selecdo assistida por marcadores moleculares em cebola vem sendo
empregada para diferenciar citoplasmas ‘N’, ‘S’ e ‘T’(Santos et al. 2010, Ragassi et
al. 2010, Ragassi et al. 2012, Khar and Saini 2016, Patil et al. 2016) contribuindo
para a reducdo do numero de cruzamento testes necessarios para a identificacdo de
linhas ‘A’ e ‘B’. Marcadores para o locus Ms, desenvolvidos por Huo et al. (2015) e
Kim et al. (2015) tornou possivel a completa identificagao assistida de linhas ‘A’ e ‘B’,
tendo sido aplicados em germoplasma indiano (Khar and Saini 2016) e em
germoplasma brasileiro (Capitulo 1l) para identificacdo simultdnea do tipo de
citoplasma e condicao recessiva do alelo Ms.

O uso de marcadores podem ser associados a outros métodos que permitam

uma validagdo dos mesmos, como os testes de viabilidade polinica. Estudos com a
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associacdo molecular e teste de coloracdo e germinagéo in vitro foram realizados
em materiais de cebola na india (Saini et al. 2015, Patil et al. 2016, Khar and Saini
2016).

Os resultados das andlises da viabilidade polinica com coloracdo do carmim
aceético, solucdo de Alexander e germinacgdo in vitro apresentaram alta concordancia
no presente estudo, indicando a utilidade dos mesmos para avaliacdo da fertilidade
em cebola. Para Ockendo and Gates (1976), métodos de coloracdo superestimam a
fertilidade do grdo de polen, pois aqueles com citoplasma néo s&o,
necessariamente, férteis. Contudo os mesmos autores ressaltam que graos de pdlen
inviaveis sao confiavelmente identificados com carmim acético pela auséncia de
citoplasma. O mesmo principio pode ser aplicado para a solucdo de Alexander que
também considera o preenchimento do grdo de pdélen pelo protoplasma como indice
de viabilidade.

A coloracdo com carmim acético foi empregada em estudos com linhas ‘A’ e
‘B’ de cebola (Lorezon and Almeida 1997) e coqueiro (Machado et al. 2014), mas
associando-a com germinacao in vitro do grdo de pédlen. Para Alexander (1980), o
corante desenvolvido pelo referido autor apresenta maior precisdo do que o carmim
acético, sendo corroborado por Auler et al. (2006) em estimativas de viabilidade de
polen em Baccharis trimera. Tomé et al. (2007) e Vieira et al. (2012), avaliando
viabilidade de pélen de espécies do género Solanum e Manihot, respectivamente,
encontraram discrepancias entre os testes de coloragdo e a germinagao in vitro,
sugerindo que nesses casos apenas 0s testes de coloracdo ndo sdo adequados
para estimar a viabilidade de graos de pélen.

A associacdo da selecdo molecular génico-citoplasmatica com viabilidade
polinica apresentou limitacdes para plantas Alfa SF (Tmsms), EHCEB 20142028
(Nmsms), EHCEB 20141017 (Tmsms), EHCEB 20141028 (Smsms) e EHCEB
20141027 (Tmsms), pois plantas que deveriam apresentarem completa esterilidade
apresentaram grdos de pélen férteis ou vice-versa. Completa concordancia da
classificacdo molecular de linhas ‘A’ e ‘B’ com a viabilidade polinica ocorreu no
presente estudo para plantas dos acessos Alfa SF (Nmsms), BRS 367 (Tmsms),
BRS 367 (Nmsms), Cascuda T5 (Smsms), Cascuda T7 (Nmsms), EHCEB 20142027
e EHCEB 20102017, indicando a adequacédo dessa abordagem para essa etapa

essencial para o desenvolvimento de hibridos de cebola.
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Saini et al. (2015) verificaram resultados concordantes da viabilidade polinica
com a selecgao assistida para linhas ‘A’ e ‘B’ em trés populacdo indianas de cebola
de polinizacdo aberta. Em estudo posterior com germoplasma indiano, Khar and
Saini (2016) reportaram baixa concordancia entre a selecdo de linhas ‘A’ e ‘B’
assistida por marcadores com teste de viabilidade com carmim acético 0,5 %. A
baixa concordancia reportada pelos citados autores pode estar relacionada a
penetrancia reduzida do alelo Ms relatada por Melgar and Havey (2010), em que
genotipos heterozigotos em plantas portando citoplasma estérii podem né&o
apresentar restauracdo da fertilidade e ndo a uma falha de selecdo dos marcadores
utilizados. No presente estudo foram observadas concordancia de classificacao
pelos métodos de viabilidade polinica com selecdo assistida para plantas de sete
acessos e auséncia de concordancia para plantas de cinco acessos, indicando
razoavel precisdo da selecdo assistida. Plantas Smsms ou Tmsms que
apresentaram viabilidade polinica ou plantas Nmsms estéreis foram eliminadas
antes da polinizagédo, sendo produzidas sementes de plantas ‘A’, testadas como
estéreis, com plantas ‘B’, testadas como férteis, pelos trés métodos de analise do
polen, de forma a superar a limitagdo da selecéo assistida.

A linhagem Alfa SF ‘A’, portadora de citoplasma tipo ‘T’ apresentou
consideravel porcentagem de pédlen viavel pelos métodos empregados, podendo
estar associado as limitacdes do sistema T para producao de hibridos (Havey 2000)
ou mesmo a contaminac¢des ocorridas na producdo de sementes, pois Santos et al.
(2012) reportaram 100% de bulbos roxos de sementes produzidas em plantas da
linha da Alfa SF ‘A’ pareada com plantas de populacao de bulbo roxo.

A presenga de poélen vidvel em linhagens macho-estéreis também foi relata
por Barhan and Munger (1950) em CMS-S e por Meer Van Der and Van Bennekon
(1969) em CMS-T, para variacao de temperatura de 21,1 a 26,6 °Ce de 20a23°C,
respectivamente. Em ambos os trabalhos os autores citam a influéncia da
temperatura como o principal fator influenciando a producdo de pdélen viavel em
linhas ‘A’. No caso do presente trabalho a variacdo de temperatura durante a
floracédo foi de 25 a 35 °C e pode ter exercido influéncia na producdo de gréos de
poélen em quantidade reduzida em linhas macho-estéreis.

Os seis pares de linhas ‘A’ e ‘B’ identificados no presente estudo, quais
sejam, Alfa SF (Tmsms) x Alfa SF (Nmsms), BRS 367 (Tmsms) x BRS 367
(Nmsms), Cascuda T7 (Nmsms) x Cascuda T5 (Smsms), EHCEB 20142027
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(Nmsms) x 20141027 (Tmsms), EHCEB 20102017 (Nmsms) x EHCEB 20141017
(Tmsms) e EHCEB 20142028 (Nmsms) x EHCEB 20141028 (Smsms) sao potencias
para o desenvolvimento de hibridos adaptados as condi¢cbes edafoclimaticas do Vale
do S&o Francisco, podendo contribuir significativamente para a expansao dos

mesmos na regiao.

CONCLUSOES

1. A selecdo molecular e testes de viabilidade polinica teve completa concordancia
para as linhagens Alfa SF (Nmsms), BRS 367 (Tmsms), BRS 367 (Nmsms),
Cascuda T7 (Nmsms), Cascuda T5 (Smsms), EHCEB 20102017 e EHCEB
20142027.

2. Para Alfa SF (Tmsms), EHCEB 20142028 (Nmsms), EHCEB 20141028 (Smsms),
EHCEB 20141027 (Tmsms) e EHCEB 20141017 (Tmsms) né&o houve validacéo
da selecdo molecular pelos de testes de viabilidade polinica para alguns
individuos.

3. Os métodos de avaliacdo da viabilidade polinica ndo apresentaram concordancia
de classificacdo estéril e fértil para os acessos EHCEB 20142028, EHCEB
20141028, EHCEB 20141027 e EHCEB 20141017.

4. Os seis pares de linhas ‘A’ e ‘B’ identificados no presente estudo, Alfa SF
(Tmsms) x Alfa SF (Nmsms), BRS 367 (Tmsms) x BRS 367 (Nmsms), Cascuda
T7 (Nmsms) x Cascuda T5 (Smsms), EHCEB 20142027 (Nmsms) x 20141027
(Tmsms), EHCEB 20102017 (Nmsms) x EHCEB 20141017 (Tmsms) e EHCEB
20142028 (Nmsms) x EHCEB 20141028 (Smsms), apresentam potencial para o

desenvolvimento de hibridos.
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Tabela 1. Tipo de citoplasma identificado com o marcador orf725 e genotipagem do
locus restaurador da macho-fertilidade pelo marcador AcSKP1 em plantas (n) de
acesso de cebola com potencial para linhas ‘A’ e ‘B’.

ACESSO Citoplasma Genotipagem
n N S T n MsMs Msms msms

Alfa SF linha ‘A’ 12 - - 12 12 - - 12
Alfa SF linha ‘B’ 5 5 - - 5 - - 5
BRS 367 9 6 1 2 9 3 2 4
Cascuda T7 (‘B)) 13 13 - - 13 7 4 2
Cascuda T5 (‘A’) 23 - 23 - 23 11 10 2
EHCEB 20142028 13 13 - - 13 - - 13
EHCEB 20141028 42 - 42 - 42 - - 42
EHCEB 20142027 3 3 - - 3 - - 3
EHCEB 20141027 14 - - 14 14 - - 14
EHCEB 20101017 10 - - 10 10 - - 10

EHCEB 20102017 12 12 - - 12 - - 12
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Tabela 2. Viabilidade polinica de acordo com os métodos da coloragdo com carmim
aceético 2% (CCA), solucdo de Alexander modificada (SAM) e germinacao in vitro
(GIV) de plantas avaliadas (n) Nmsms, Smsms e Tmsms identificadas por
marcadores do citoplasma e locus restaurador da macho-esterilidade em acessos de

cebola.

Acesso " TFértl Estéril Fértl Estéril Fértl Estéril
Alfa SF (Tmsms) 12 10 2 10 2 10 2
Alfa SF (Nmsms) 5 5 0 5 0 5 0
BRS 367 (Tmsms) 1 0 1 0 1 0 1
BRS 367 (Nmsms) 3 3 0 3 0 3 0
Cascuda T7 (Nmsms) 1 1 0 1 0 1 0
Cascuda T5 (Smsms) 1 0 1 0 1 0 1
EHCEB 20142028 (Nmsms) 13 13 0 13 0 12 1
EHCEB 20141028 (Smsms) 42 7 35 7 35 1 41
EHCEB 20142027 (Nmsms) 3 3 0 3 0 3 0
EHCEB 20141027 (Tmsms) 14 5 9 4 10 2 12
EHCEB 20141017 (Tmsms) 10 2 8 3 7 2 8
EHCEB 20102017 (Nmsms) 12 12 0 12 0 12 0
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i 228 88 g4 O 6. 7 8

B B B B R R T S e

Figura 1. Fragmentos de DNA de 15 amostras de cebola (Allium cepa L.),
amplificados com os primers do marcador orf725. Alfa SF ‘A’ (citoplasma ‘T,
fragmentos com 628 e 833 pb) = colunas 1, 2, 3, 4 e 5. Alfa SF ‘B’ (citoplasma ‘N’,
fragmentos com 833 pb) = colunas 6, 7, 8 e 9. EHCEB 20142028 (citoplasma ‘S’,
fragmentos com 628 pb) = colunas 10, 11, 12, 13, 14 e 15. L = Ladder 100 pb.

L
lo 22 3. 4 5 6 Jo8 9 4811812 135 1415

—_

500 pb

Figura 2. Fragmentos de DNA de 15 amostras de cebola (Allium cepa L.),
amplificados com os primers do marcador AcSKP1. EHCEB 20142028 (homozigoto
recessivo, fragmentos com 628 pb) = colunas 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9 e 10. EHCEB
20102017 (homozigoto recessivo, fragmentos com 628 pb) = coluna 11, 12, 13, 14 e

15. L = Ladder 100 pb.
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Figura 3. Viabilidade de gréos de pdlen de cebola com carmim acético, solucdo de
Alexander e germinacédo in vitro em CMS-S. Carmim acético: (A) pélen viavel e (B)
pélen invidvel; Solucdo de Alexander: (C) polen viavel e (D) pélen inviavel;
Germinacdo in vitro: (E) pélen germinado (viavel) e (F) pélen ndo germinado
(inviavel).

Figura 4. Viabilidade de grados de polen de cebola com carmim acético, solucdo de
Alexander e germinagdo in vitro em CMS-T. Carmim acético: (A) poélen viavel e (B)
pélen inviavel, Solugcdo de Alexander: (C) polen viavel e (D) polen inviavel;
Germinacdo in vitro: (E) pélen germinado (viavel) e (F) pdélen ndo germinado
(inviavel)
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ANEXOS
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Anexo | — A. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador 5’cob: 1.1 a
1.7=Serrana, 2.1 a 2.7 = Regia, 3.1 a 3.7= EHCEB 201525, 4.1 a 4.7= EHCEB
20151, 5.1 a 5.7=Optima F1, 6.1 a6.7= EHCEB 20146, 7.1 a 7.7=EHCEB 201426,
8.1 a 8.7=Crioula Mercosul, 9.1 a 9.7=Sirius F1; 10.1 a 10.7=Primavera, 11.1 a
11.6= EHCEB 20142. Ladder 100 pb Ludwig.

37 414243 44 4546 47 51 5253 5455 5657 61 6263

T - - -—— .

64 65 66 6771 72 7374 75 76 7.7 81 82 8384 85 86 87 9.1

3 9495 96 97 10.110210310410.5106 10.711.1 11.2 113114115116
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Anexo | — B. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador 5'cob: 11.7=EHCEB
20142, 12.1 a 12.7=Bola Precoce, 13.1 a 13.7=EHCEB 201427, 14.1 a 14.7=F2
(EHCEB 20131006 x EHCEB 20133014), 15.1 a 15.7=F2 (EHCEB 20151030 Xx
EHCEB 20133015), 16.1 a 16.7=EHCEB 201124, 17.1 a 17.7=EHCEB 201513, 18.1
a 18.7=EHCEB 201423, 19.1 a 19.7=EHCEB 20142038, 20.1 a 20.7=EHCEB
20141038, 21.1 a 21.7=EHCEB 20112036, 22.1 a 22.5=EHCEB 20111036. Ladder
100 pb Ludwig.

145146147 151 152153154 155156 157 161162163 164165166167 17.1 1
-— -— - = - - “ —

- B it . i

173174175 176 17.718.1 182 183184185 186187 19.1192193194 195 196 19.7

200 pb . - —-——

20.120.2 203 204 20.520.620.721.1 212 213214 21.5 216 21.7 212022 N3 N4N5

—
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Anexo | — C. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador 5’cob: 12.6 a
12.7=Bola Precoce, 13.4 a 13.7=EHCEB 201427, 14.1 a 14.6=F2 (EHCEB 20131006
x EHCEB 20133014), 15.3 a 15.6 =F2 (EHCEB 20151030 x EHCEB 20133015), 16.1
e 16.7=EHCEB 201124, 17.1, 17.3 e 17.7=EHCEB 201513, 18.2 a 18.4 e 18.6 a
18.7=EHCEB 201423, 20.2 a 20.6=EHCEB 20141038, 21.1 a 21.6=EHCEB
20112036, 22.1 a 22.5=EHCEB 20111036; 55.7=IPA 12. Ladder 100 pb Ludwig.

gag 12612.713413513613.714.1 142 144145146153 154155156 16.116717.1

-— 44— .. . - —

17317.7182183184 18.6 18.7202 20.3 208 20.5206 71 1 21.321.4 21.521.6 22.1

300 pb —> - G O G Sw e o= G -
200 pb —>

- e e - - e e aee GED TS W

PO e
222 223224225 55.7
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Anexo | — D. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador 5’cob: 22.6 a
22.7=EHCEB 20111036, 23.1 a 23.7=EHCEB 20142040, 24.1 a 24.7=EHCEB
20141040, 25.1 a 25.7=EHCEB 20142027, 26.1 a 26.7=EHCEB 20141027, 27.1 a
27.7=EHCEB 2014 2028, 28.1 a 28.7=EHCEB 20141008, 29.1 a 29.7=EHCEB
20101003, 30.1 a 30.7=EHCEB 20101019, 31.1 a 31.7=EHCEB 20101017, 32.1 a
32.7=EHCEB 20111006, 33.1 a 33.3=EHCEB 20112006. Ladder 100 pb Ludwig.

3.7 24.1242 243244245 74624.7 25.1 252

52253

o Crw e —
- ———— - T e e -

254 255256257 26.1 262263264265 26.6 267271 272 273 274275276 27.728.1
- o

- — - .-.----...-

28228.3284285286 28.7 291292293 20.429.5 29.6 29.730.1 30.230.3 30.430.5 30.6
500 pb

200pb il S g S ——

30.731.1312313 31431531631.732.1322323 324325326327 331332 333

Lk D23 D& &
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Anexo | — E. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador 5’cob: 33.4 a
33.7=EHCEB 20112006, 34.1 a 34.7=EHCEB 20122003, 35.1 a 35.7=EHCEB
20102019, 36.1 a 36.7=EHCEB 20142008, 37.1 a 37.7=EHCEB 20102017, 38.1 a
38.7=Alvorada, 39.1 a 39.7=Roxa do Barreiro, 40.1 a 40.7 — Conquista, 41.1 a
41.7=Ilmperatriz, 42.1 a 42.7=S&o Paulo, 43.1 a 43.7=BRS 367 (Riva), 44.1 a
44.2=Rainha. Ladder 100 pb Ludwig.

36.236.3 36.436.536.6 36.737.1 37.237.3 37.437.5 37.637.738.
-

38.7 39.1 39.239.339.439.5 39.6 39.740.1 402 403404405 40.640.741.1412 413414

— e ———
200 pb - o onesesesliPes e cnon o Wason v e wa

415416 41.742.1422 423424425 426427431 432433 434435436 437441442
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Anexo | — F. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador 5cob: 44.3 a
44.7=Rainha, 45.1 a 45.7=Juporanga, 46.1 a 46.7=Cascuda T8; 47.1 a
47.7=Cascuda T7, 48.1 a 48.7=Cascuda T6, 49.1 a 49.7=Cascuda T5, 50.1 a
50.7=Cascuda T4, 51.1 a 51.7=Cascuda T3, 52.1 a 52.7=Cascuda T2, 54.1 a
54.7=Alfa SF C-XI, 55.1 a 55.6=IPA 12. Ladder 100 pb Ludwig.

443444 445 446447 451452 453454 455456 45746.1 462 463464465 46,6467

- -

47.1 472 47.3 474 47.547.6 47.7 48.1 482 483484 48.548.6 487 491 492493 49.4 49.5

-- .-

49.649.7 50.1 502 50.350.4 50.550.6 50.7 51.1 512 51.3 514515516 51.752.1 522523
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Anexo | — G. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador 5cob: 1.1 a
1.7=Serrana, 32.1 a 32.7=EHCEB 20111006, 33.1 a 33.7=EHCEB 20112006, 34.1 a
34.7=EHCEB 20122003, 42.2 a 42.5=S&o0 Paulo, 46.1 a 46.7=Cascuda T8, 56.1 a
56.7=IPA 11, 57.1 a 57.7=IPA 10; 58.1 a 58.7=Alfa SF ‘A’, 59.1 a 59.7=Alfa SF ‘B’,
60.1 a 60.7=EHCEB 20141028. Ladder 100 pb Ludwig.

11 12 13 14 15 16 1.7 32.132232332432532.6 32733.1332 333334 335

R, %' 342343344345 346347422 42342 442.546.1 462463464465 46.6

&% 467 56.156.2 563 56.4 56.5 56.6 56.757.1572 57.357.457.557.6 57.7 58.1 582 583584
500 pb
200 pb

e
T LT,

58.5 58.658.7 59.159.2 50.3 50.4 59.5 59.6 59.7 60.160.260.3 60.4 60.5 60.6 60.7
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Anexo Il — A. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador orfA501: 1.1 a
1.7=Serrana, 2.1 a 2.7 = Regia, 3.1 a 3.7= EHCEB 201525, 4.1 a 4.7= EHCEB
20151, 5.1 a 5.7=Optima F1, 6.1 a6.7= EHCEB 20146, 7.1 a 7.7=EHCEB 201426,
8.1 a 8.7=Crioula Mercosul, 9.1 a 9.7=Sirius F1; 10.1 a 10.7=Primavera, 11.1 a
11.6= EHCEB 20142. Ladder 100 pb Ludwig.

11 12 13 1415 160

36 3741 42 43 44 45 46 47 51, 5253 54 55 56 57 ¢}

bl L P T L TS

64 65 66 67 7.1 72 73 74 75 76 77 81 82 83, 84 85 86 87 91

-
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Anexo Il — B. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador orfA501:
11.7=EHCEB 20142, 12.1 a 12.7=Bola Precoce, 13.1 a 13.7=EHCEB 201427, 14.1 a
14.7=F2 (EHCEB 20131006 x EHCEB 20133014), 15.1 a 15.7=F2 (EHCEB
20151030 x EHCEB 20133015), 16.1 a 16.7=EHCEB 201124, 17.1 a 17.7=EHCEB
201513, 18.1 a 18.7=EHCEB 201423, 19.1 a 19.7=EHCEB 20142038, 20.1 a
20.7=EHCEB 20141038, 21.1 a 21.7=EHCEB 20112036, 22.1 a 22.5=EHCEB
20111036. Ladder 100 pb Ludwig.

145 146 147 151152 153154 155 156157 161162 163 164 165 166167171 172

17.3 174 175176 17.7 181182 183184 185 186 187 19.1 192193 194 195 196 19.7

500 pb
200 pb

20.1 202203 204205 206 207211 212213 214215 216 21.7 221222 223 294 225
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Anexo Il — C. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador orfA501: 22.6 a
22.7=EHCEB 20111036, 23.1 a 23.7=EHCEB 20142040, 24.1 a 24.7=EHCEB
20141040, 25.1 a 25.7=EHCEB 20142027, 26.1 a 26.7=EHCEB 20141027, 27.1 a
27.7=EHCEB 2014 2028, 28.1 a 28.7=EHCEB 20141008, 29.1 a 29.7=EHCEB
20101003, 30.1 a 30.7=EHCEB 20101019, 31.1 a 31.7=EHCEB 20101017, 32.1 a
32.7=EHCEB 20111006, 33.1 a 33.4=EHCEB 20112006. Ladder 100 pb Ludwig.

254 25.525.6 25.7 26.1 262 263 264 26.5 26.6 26.727.1272 273 27.4 27.527.6 277 281

334
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Anexo Il — D. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador orfA501: 33.5 a
33.7=EHCEB 20112006, 34.1 a 34.7=EHCEB 20122003, 35.1 a 35.7=EHCEB
20102019, 36.1 a 36.7=EHCEB 20142008, 37.1 a 37.7=EHCEB 20102017, 38.1 a
38.7=Alvorada, 39.1 a 39.7=Roxa do Barreiro, 40.1 a 40.7 — Conquista, 41.1 a
41.7=Ilmperatriz, 42.1 a 42.7=S&o Paulo, 43.1 a 43.7=BRS 367 (Riva), 44.1 a
44 .3=Rainha. Ladder 100 pb Ludwig.

33.533.6 33.734.1 342343344 345346 347351352 353354 355356 357361 362

B -

36.3 36.436.5 36.636.7 37.1 37.2 373 37.4 37.5 37.6 37.7 381 382 333 38.4 38.5 35.638.7

39.1392 393 394395 30639.740.1 402 403 40.4ﬁ4o.6 407411 412 413414415

200 pb — v — . iy

500 pb

T41.6 417 421422 423424 425426 42.7 43.1 832 433 43.443.543.6 437 441 442 443
!...b.-.-- e e -

@ -0 -
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Anexo Il — E. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador orfA501: 44.4 a
44.7=Rainha, 45.1 a 45.7=Juporanga, 46.1 a 46.7=Cascuda T8; 47.1 a
47.7=Cascuda T7, 48.1 a 48.7=Cascuda T6, 49.1 a 49.7=Cascuda T5, 50.1 a
50.7=Cascuda T4, 51.1 a 51.7=Cascuda T3, 52.1 a 52.7=Cascuda T2, 54.1 a
54.7=Alfa SF C-XI, 55.1 a 55.7=IPA 12, 56.1 a 56.2=IPA 11. Ladder 100 pb Ludwig.

444445446 447 451452453 454455 456 45.746.1462 463464 46.546.6 46.747.1
- - - e - [

e

472473474 475476 47.748.1482 483484 485486 487491 492 493494405496

49.7 50.1 502 50.350.4 50.550.6 50.7 51.1512 513 51.4 51.5 51.6 51.7 52.1 522 52.3 52.4

.. - . - -. e

- -

=" 525526527541 542 543544 545 546 54.7 55.1 552553554 555 55.655.7 56.1562

Qs
- -
TuMg. we 8B . w
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Anexo Il — F. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador orfA501: 56.3 a
56.7=IPA 11, 57.1 a 57.7=IPA 10; 58.1 a 58.7=Alfa SF ‘A’, 59.1 a 59.7=Alfa SF ‘B’,
60.1 a 60.7=EHCEB 20141028. Ladder 100 pb Ludwig.

56.356.4 56.5 56.6 56.7 57.157.2 57.3 574 57.557.6 57.7 58.1 58.258.3 584 58.5 58.6 58.7

59.159.2 59.3 59.4 59.559.659.7 60.1 602 §0.3 604 60.5 60.6 60.7

D - e e e e
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Anexo lll = A. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador orf725: 1.1 a
1.7=Serrana, 2.1 a 2.7 = Regia, 3.1 a 3.7= EHCEB 201525, 4.1 a 4.7= EHCEB
20151, 5.1 a 5.7=Optima F1, 6.1 a6.7= EHCEB 20146, 7.1 a 7.7=EHCEB 201426,
8.1 a 8.7=Crioula Mercosul, 9.1 a 9.7=Sirius F1; 10.1 a 10.7=Primavera, 11.1 a
11.6= EHCEB 20142. Ladder 100 pb Ludwig

43 44 45 4647 51 52 53 54 55 56 57 6.1

64 65 66 67 71 72 73 75" 16" 77 91782 83

LA 84 85 86 87 91

500 pb .---.m.-- Elad 1 S
200 pb—> b ———
----— -

92 93 94 9596 97 101 102103 104 105106107 11.1112 113 114 115116

!-““ ke el T L I T
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Anexo Il — B. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador orf725:
11.7=EHCEB 20142, 12.1 a 12.7=Bola Precoce, 13.1 a 13.7=EHCEB 201427, 14.1 a
14.7=F2 (EHCEB 20131006 x EHCEB 20133014), 15.1 a 15.7=F2 (EHCEB
20151030 x EHCEB 20133015), 16.1 a 16.7=EHCEB 201124, 17.1 a 17.7=EHCEB
201513, 18.1 a 18.7=EHCEB 201423, 19.1 a 19.7=EHCEB 20142038, 20.1 a
20.7=EHCEB 20141038, 21.1 a 21.7=EHCEB 20112036, 22.1 a 22.5=EHCEB
20111036. Ladder 100 pb Ludwig.

3124125126 127 131132 133134 135 136137 141142143 144

— L. . - -
e e E—— e

oo 145 146147 151 152 153154 155 156 157 161 162 163164 165166167 17.1172

-.‘,4____--.-—-.-—- ::-

173174 175176 17.718.1 182 183 184 185 186 18.7 19.1 192 193 194 195 106 19.7

- -— .- - - - .—.‘—-—"—-
500 pb . T
200 pb —

« 20.1 202 203204 205206 207 21.1212 213 214215 216 217 331 102223 14 N5

=~-~-“--'.-~------——-~

3
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Anexo Illl — C. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador orf725: 22.6 a
22.7=EHCEB 20111036, 23.1 a 23.7=EHCEB 20142040, 24.1 a 24.7=EHCEB
20141040, 25.1 a 25.7=EHCEB 20142027, 26.1 a 26.7=EHCEB 20141027, 27.1 a
27.7=EHCEB 2014 2028, 28.1 a 28.7=EHCEB 20141008, 29.1 a 29.7=EHCEB
20101003, 30.1 a 30.7=EHCEB 20101019, 31.1 a 31.7=EHCEB 20101017, 32.1 a
32.7=EHCEB 20111006, 33.1 a 33.4=EHCEB 20112006. Ladder 100 pb Ludwig.

59 7 7 M2 ~ 225 - c
226 22.723.1232233234 23523623.724.1 242243244245 246 24.7 251252253

| == |

o d

= SheutRenee SN . e P—

25.425.5 25.625.726.1 262263 264 265266 26.727.1 272 27.3 27427.527.6 27.7 28.1

— e - - - —-y -

282283284 28.528628.7 29.1292 293 29.4 295 2906297 30.1 302303304 305 30.6
| e e o )
s00 ;0 —> I Raiade ot T ittt
200 pb

d&.

30.7 31.1312 313 314315 316317

.
-
B L |
ot =¥ -} F3 1
— — —
- -
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Anexo lll — D. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador orf725: 33.5 a
33.7=EHCEB 20112006, 34.1 a 34.7=EHCEB 20122003, 35.1 a 35.7=EHCEB
20102019, 36.1 a 36.7=EHCEB 20142008, 37.1 a 37.7=EHCEB 20102017, 38.1 a
38.7=Alvorada, 39.1 a 39.7=Roxa do Barreiro, 40.1 a 40.7 — Conquista, 41.1 a
41.7=Ilmperatriz, 42.1 a 42.7=Sao Paulo, 43.1 a 43.7=BRS 367 (Riva), 44.1=Rainha.
Ladder 100 pb Ludwig.

272 ~ = ~a c -~ Az < S -
5.7 34.1 342343 344345346347 351352 353 36.1 36.2

g‘ bbbkt i il L —"
pa—

363 364 36.5 36.6 36.7 37.1372 37.337.4 37.537.637.7 38.1 332 393 334385 387 387

39.1 392 393 39.439.539.6 39.7 40.1402 403 404 40.540.6 407 41.1 412 413 414415

Tt e e o B oo e e —— — o=
500 pb : - roTewYw™

L 416 417421 422 423424 425 426427 43.1 432 433434 435 436437 441

- e w—
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Anexo lll — E. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador orf725: 44.2 a
44.7=Rainha, 45.1 a 45.7=Juporanga, 46.1 a 46.7=Cascuda T8; 47.1 a
47.7=Cascuda T7, 48.1 a 48.7=Cascuda T6, 49.1 a 49.7=Cascuda T5, 50.1 a
50.7=Cascuda T4, 51.1 a 51.7=Cascuda T3, 52.1 a 52.7=Cascuda T2, 54.1 a
54.7=Alfa SF C-XI, 55.1 a 55.7=IPA 12. Ladder 100 pb Ludwig.

442 443 444445 446447 451452 453454 455456 457 46.1462 a

63464 465 46.6

:
— T G - . G G PO D GG - GD e - - - ad
= —— - -— e o e

-l e

467471472 473474 475476 477 481482483 484 485 48.6 48.7 49.1492 493494

49.5 49.6 49.7 50.1 502 50.3 504 505 50.6 50.7 51.1 512513 514515 516517 521 522

_—-- - - omw ow - = -© o
500pb - — -— T ow ow T e - - ow oo

200 pb
-

523 524525 526527 541542 543544 545 546 547 551 552 553554 555 55.655.7

-
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Anexo Ill — F. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador orf725: 56.3 a
56.7=IPA 11, 57.1 a 57.7=IPA 10; 58.1 a 58.7=Alfa SF ‘A’, 59.1 a 59.7=Alfa SF ‘B,
60.1 a 60.7=EHCEB 20141028. Ladder 100 pb Ludwig.

36.1 562 56.3 564 56.5 56.656.7 57.1 57.257.3 57.4 57.5 57.6 57.7 58.1582 58.3 58.4 58.5

 ew eeeneu 't enen - SO EE e PN e e e e

58.6 58.7 59.1592503 59.459.5 59.6 50.760.1 60.2 60.3 60.4 60.5 60.660.7

o - - om0 e=m o om0
500 pb g--. - --------—

200 pb e
R B e

Anexo Il — G. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador orf725:
8.3=Crioula Mercosul, 9.7=Sirius F1, 13.2 a 13.3=EHCEB 201427, 14.7=F2 (EHCEB
20131006 x EHCEB 20133014), 15.1 e 15.4=F2 (EHCEB 20151030 x EHCEB
20133015), 19.2=EHCEB 20142038, 21.1=EHCEB 20112036, 23.6=EHCEB
20142040, 24.4 e 24.5=EHCEB 20141040, 25.1=EHCEB 20142027, 26.3 a
26.4=EHCEB 20141027, 27.4=EHCEB 20142028, 31.1 e 31.4 a 31.5=EHCEB
20101017, 32.1 a 32.3, 32,5 e 32.7=EHCEB 20111006; 33.1 a 33.3=EHCEB
20112006. Ladder 100 pb Ludwig.

- . 3 L
32133 147 151154 192211 236 244 245251 263264 274311 314 315

g o=8 -=--o-c -—
- -— s - - - -

500 pb
200 pb
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Anexo IV — A. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador AcSKP1: 1.1 a
1.7=Serrana, 2.1 a 2.7 = Regia, 3.1 a 3.7= EHCEB 201525, 4.1 a 4.7= EHCEB
20151, 5.1 a 5.7=Optima F1, 6.1 a6.7= EHCEB 20146, 7.1 a 7.7=EHCEB 201426,
8.1 a 8.7=Crioula Mercosul, 9.1 a 9.7=Sirius F1; 10.1 a 10.7=Primavera, 11.1 a
11.6= EHCEB 20142. Ladder 100 pb Ludwig.

36 37 4142 43 44 45 46 47 51 52 53 54 55 56 57 61 62 63

- T - w—y w v w— —

64 6566 67 71 72 73 74 7576 7.7 81 82 83 84 85 86 87 91
——— - - — — — - —
-—— —— e - -——
500 pb
200 pb

N .- -

92 9394 9596 9.7 101102103 104 105106107 11.1112 113114115 11.

> e
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Anexo IV — B. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador AcSKP1:
11.7=EHCEB 20142, 12.1 a 12.7=Bola Precoce, 13.1 a 13.7=EHCEB 201427, 14.1 a
14.7=F2 (EHCEB 20131006 x EHCEB 20133014), 15.1 a 15.7=F2 (EHCEB
20151030 x EHCEB 20133015), 16.1 a 16.7=EHCEB 201124, 17.1 a 17.7=EHCEB
201513, 18.1 a 18.7=EHCEB 201423, 19.1 a 19.7=EHCEB 20142038, 20.1 a
20.7=EHCEB 20141038, 21.1 a 21.7=EHCEB 20112036, 22.1 a 22.5=EHCEB
20111036. Ladder 100 pb Ludwig.

201 :O: '\C 2\0 4 "C < N - -
. <0.520.4 205 20.6 20.7211212 213214215216217 221222273 224 225

—— - -
— adia i R IR F
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Anexo IV — C. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador AcSKP1: 22.6 a
22.7=EHCEB 20111036, 23.1 a 23.7=EHCEB 20142040, 24.1 a 24.7=EHCEB
20141040, 25.1 a 25.7=EHCEB 20142027, 26.1 a 26.7=EHCEB 20141027, 27.1 a
27.7=EHCEB 2014 2028, 28.1 a 28.7=EHCEB 20141008, 29.1 a 29.7=EHCEB
20101003, 30.1 a 30.7=EHCEB 20101019, 31.1 a 31.7=EHCEB 20101017, 32.1 a
32.7=EHCEB 20111006, 33.1 a 33.4=EHCEB 20112006. Ladder 100 pb Ludwig.

S 226 227231 232233 234235 23.6 23 7 24.1

-~ ~a A - =
243244245 24624.725.175 2 253

--—-—--~--— —
- T ——

254255256 25.7 261 262 i AT N Iy
2 26.1 26.2 26.326.4 26.5 26.6 26.7 27.1 272 273 274 27527 6 27.728.1

b K —
- R T p—
- Ty e e

M...-

28.228.3 284 28.5 28.628.729.1 292 293 29.4 295 296297 30.1 30.230.3 30.4 30.530.6

-

e e —

se= 30.7 31.1312 2.1 322 323324325326 32.733.1332 333334

- -
'-—-—--—- —
-—
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Anexo IV — D. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador AcSKP1: 33.5 a
33.7=EHCEB 20112006, 34.1 a 34.7=EHCEB 20122003, 35.1 a 35.7=EHCEB
20102019, 36.1 a 36.7=EHCEB 20142008, 37.1 a 37.7=EHCEB 20102017, 38.1 a
38.7=Alvorada, 39.1 a 39.7=Roxa do Barreiro, 40.1 a 40.7 — Conquista, 41.1 a
41.7=Ilmperatriz, 42.1 a 42.7=S&o Paulo, 43.1 a 43.7=BRS 367 (Riva), 44.1 a
44 .3=Rainha. Ladder 100 pb Ludwig.

M 335 33.633.7 341342343344 345346 34.7351352353354 35.535.6 35.736.1 362

36.3 36.436.5 36.6 36.7 37.137.237.337.4 37.537.637.7 38.1 38.238.3 38.4 38535 ¢ 38.7

s 39.1 39.239.3 39.4 39.539.639.740.1 402 40.340.4 40.5 40.640.7 41.1 412413414415

»
— - - e . — -— - - — .-
- - - -— - - - -_—

-

500 pb
200 pb

— s -

» 41641.7421422423424 425426427431

-
_— -—
Sy e e

432 433434 43543.643.744.1 442443
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Anexo IV — E. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador AcCSKP1: 44.4 a
44.7=Rainha, 45.1 a 45.7=Juporanga, 46.1 a 46.7=Cascuda T8; 47.1 a
47.7=Cascuda T7, 48.1 a 48.7=Cascuda T6, 49.1 a 49.7=Cascuda T5, 50.1 a
50.7=Cascuda T4, 51.1 a 51.7=Cascuda T3, 52.1 a 52.7=Cascuda T2, 54.1 a
54.7=Alfa SF C-XI, 55.1 a 55.7=IPA 12, 56.1 a 56.2=IPA 11. Ladder 100 pb Ludwig.

444445446447 45.145245345445545.645.7 461 462463 46.446.5 46.646.7 47.1

B — - - - e —

-— - - — - -— -

472473474475 47647.748.1 482483484 48548648.749.1492493 49449.5496

.LJ‘---“ -— —— -— - —— =

49.7 50.1 50.250.3 50.4 50.5 50.650.7 51.1 512 513514 51.551.651.7 52.1522 523524

L WY v e N e e e B . e e —— - - o
N - — e -—— — -— -

:
O W . e
e — — .
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Anexo IV — F. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador AcSKP1: 56.3 a
56.7=IPA 11, 57.1 a 57.7=IPA 10; 58.1 a 58.7=Alfa SF ‘A’, 59.1 a 59.7=Alfa SF ‘B’,
60.1 a 60.7=EHCEB 20141028. Ladder 100 pb Ludwig.

563 564 565 566 56.7 57.1 5 $ 375 57.657.7 SS"SS: 583 584535 536 587

e o
-

- -------...-------

W 59.159.2 593594 59.5 59.659.7 60.160.2 603604 60.5606 607

5---------&----

- - - -
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Anexo V — A. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador AcPMS1: 1.1 a
1.7=Serrana, 2.1 a 2.7 = Regia, 3.1 a 3.7= EHCEB 201525, 4.1 a 4.7= EHCEB
20151, 5.1 a 5.7=Optima F1, 6.1 a6.7= EHCEB 20146, 7.1 a 7.7=EHCEB 201426,
8.1 a 8.7=Crioula Mercosul, 9.1 a 9.7=Sirius F1; 10.1 a 10.7=Primavera, 11.1 a
11.6= EHCEB 20142. Ladder 100 pb Ludwig.

43 44 45 46 47 5152 53 54 5556 5761 63 63

“--——-“..--.-“- )

g 64 65 66 67 11

7 8182 83 g4 85 86 87 91
500 pb

200 pb

b I el R R —

»

92 93 94 95 96 97 10.1 102 103 104 105 10.6 107111 112113 11.4 115 116

. ., W W s B s TN W ey B S 0
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Anexo V — B. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador AcPMS1:
11.7=EHCEB 20142, 12.1 a 12.7=Bola Precoce, 13.1 a 13.7=EHCEB 201427, 14.1 a
14.7=F2 (EHCEB 20131006 x EHCEB 20133014), 15.1 a 15.7=F2 (EHCEB
20151030 x EHCEB 20133015), 16.1 a 16.7=EHCEB 201124, 17.1 a 17.7=EHCEB
201513, 18.1 a 18.7=EHCEB 201423, 19.1 a 19.7=EHCEB 20142038, 20.1 a
20.7=EHCEB 20141038, 21.1 a 21.7=EHCEB 20112036, 22.1 a 22.4=EHCEB
20111036. Ladder 100 pb Ludwig.

117 121122 123 124125 126 127131132133 134135 136 137 141 142 143 144

Tl ew 2 _ TR T YT o bl

g 145146147151 152153 154155 156 157 161162163

164 165167 166 17.1 172

il ew FI 00 ee™® v '] e e

173 174175176 17.718.1182 183 184185 186187 19.1 192 193 194 195 19.6 197

0.1 202203 204 20.5 20.620.7 21.1212 213214 215216 217 221 222 n3224

-..“-.-.——-.
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Anexo V — C. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador AcCPMS1: 22.5 a
22.7=EHCEB 20111036, 23.1 a 23.7=EHCEB 20142040, 24.1 a 24.7=EHCEB
20141040, 25.1 a 25.7=EHCEB 20142027, 26.1 a 26.7=EHCEB 20141027, 27.1 a
27.7=EHCEB 2014 2028, 28.1 a 28.7=EHCEB 20141008, 29.1 a 29.7=EHCEB
20101003, 30.1 a 30.7=EHCEB 20101019, 31.1 a 31.7=EHCEB 20101017, 32.1 a
32.7=EHCEB 20111006, 33.1 a 33.3=EHCEB 20112006. Ladder 100 pb Ludwig.

25 26227231232 233

-.-0 oo”-o" 0'“00”..

5.3 254 255 25.6 25.7 26.1 262263 264 26.526.6 26.7 27.1 272273 274 275 27.621.7

'-.'-.““'--““ .. - --.n
B 281 282 283 284 285 286 28.7 291 292 293 294295296 29.7 30.1302 30.3304 305

500 pb
200 pb e e e o e o e O P W T W W - > .  —— ow == gu

il L F -
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Anexo V — D. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador AcPMS1: 33.4 a
33.7=EHCEB 20112006, 34.1 a 34.7=EHCEB 20122003, 35.1 a 35.7=EHCEB
20102019, 36.1 a 36.7=EHCEB 20142008, 37.1 a 37.7=EHCEB 20102017, 38.1 a
38.7=Alvorada, 39.1 a 39.7=Roxa do Barreiro, 40.1 a 40.7 — Conquista, 41.1 a
41.7=Ilmperatriz, 42.1 a 42.7=S&o Paulo, 43.1 a 43.7=BRS 367 (Riva), 44.1 a
44.2=Rainha. Ladder 100 pb Ludwig.

$33.4 335336 33.734.1 342 343 344345 346 34.735.1 352 353 354355 35.6 35.7 36.1

T - e W - -— .- b Tl I —

-—

-

g35: 36.336.436.5 36.6 36.737.1 372373374 375 37.637.7 38.1382 333384 385 386

paad A d S amew i

B 38.739.1 3923933904 39.5 39.639.7 40.1 40.2 403 404405406 40741.1412 413414
500 pb —> B

200pb a -—" cew oceBS ;;--~~-;3~““

415 41.641.742.1 422423 424425426427 43.1432 433434 435 43.643.7 441442

- L0 e



91

Anexo V — E. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador ACPMS1: 44.3 a
44.7=Rainha, 45.1 a 45.7=Juporanga, 46.1 a 46.7=Cascuda T8; 47.1 a
47.7=Cascuda T7, 48.1 a 48.7=Cascuda T6, 49.1 a 49.7=Cascuda T5, 50.1 a
50.7=Cascuda T4, 51.1 a 51.7=Cascuda T3, 52.1 a 52.7=Cascuda T2, 54.1 a
54.7=Alfa SF C-XI, 55.1 a 55.3=IPA 12. Ladder 100 pb Ludwig.

PR 443 444 44.544.6 44.7 451452 453454455 456 457461 462463 464 465 46.6 467
—

- -

»
.‘.o-.-.-"--

471472473474 47547.6 47.748.1 48.2 483 484 455 48.6 43749.1 492 493494 495

FEEY e PR S s b E e sa ™™

500 pb
200 pb

i

431 432501 522523 524525 526527 541 542543 544 545546547551 552553
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Anexo V — F. Fragmentos de DNA amplificados com o marcador AcPMS1: 56.3 a
56.7=IPA 11, 57.1 a 57.7=IPA 10; 58.1 a 58.7=Alfa SF ‘A’, 59.1 a 59.7=Alfa SF ‘B,

60.1 a 60.7=EHCEB 20141028. Ladder 100 pb Ludwig.

=M

56.1 562 563 564 565 566 567 571 572 573 574 575 57.6 577 58.1

- -.-;-“-'—-----z-“-

'

- -
L

.i 2 58.3 584585 58.658.7 89 59.2 59.359.4 505 59.6 59.7 60160’60*60460\')‘

500 pb

~.Tm NNgERE BTre

200 pb
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Anexo VI — Percentagem de viabilidade polinica em quatro anteras (1, 2, 3, 4) de
plantas (P_) de acessos de cebola avaliados pelos métodos da coloracdo com
carmim acético 2% (CCA), solucdo de Alexander modificada (SAM) e germinacao in
vitro (GIV): fértil (F) e estéril (E).

R’;‘;eestfé‘go CCA (%) SAM (%) GIV (%) RAe%ZStfggo CCA(%) SAM (%) GIV (%)

Alfa SF EHCEB

wp F EF EF E L OWB FE F E FE
1 70 30 90 10 30 70 1 100 0 100 0 10 90
> 100 0 98 2 20 80 2 100 0 100 0 15 85
3 97 3 97 3 50 50 3 100 0 100 0 15 85
4 100 0 99 1 57 43 4 100 0 98 2 10 90

Alfa SF EHCEB

‘A-P2 20102017-P4
1 97 3 9 5 30 70 1 100 0 100 0 90 10
> 85 15 70 30 25 75 > 100 0 100 0 95 5
3 60 40 60 40 20 80 3 100 0 100 0 92 8
4 98 2 87 13 34 66 4 100 0 100 0 90 10

Alfa SF EHCEB

‘A-P3 20102017-P5
1 98 2 93 7 27 73 1 100 0 100 0 90 10
> 97 3 95 5 31 69 > 100 0 100 0 91 9
3 100 0 97 3 24 76 3 100 0 100 0 90 10
4 93 7 90 10 20 80 4 100 0 100 0 93 7

Alfa SF EHCEB

‘A-P4 20102017-P6
1 100 0 88 12 36 64 1 100 0 100 0 90 10
> 92 8 90 10 43 57 2 100 0 97 3 92 8
3 95 5 90 10 38 62 3 100 0 100 0 90 10
4 85 15 60 40 30 70 4 100 0 98 2 91 9

Alfa SF EHCEB

‘A-P5 20102017-P7
1 0 100 0 100 0 100 1 10 90 8 92 85 15
2 0 100 0 100 0 100 2 > 98 98 2 87 13
3 0 100 0 100 O 100 3 85 15 98 2 85 15
4 0 100 0 100 O 100 4 3 97 1 99 90 10

Alfa SF EHCEB

‘AP 20102017-P8
1 0 100 0 100 0 100 1 100 0 100 0 85 15
2 0 100 0 100 0 100 2 99 1 98 2 90 10
3 0 100 0 100 0 100 3 100 0 100 0 79 21
4 0 100 0 100 O 100 4 100 0 100 0 90 10

Alfa SF EHCEB

‘A-P7 20102017-P9
1 99 1 97 3 56 44 1 100 0 100 0 90 10
> 70 30 90 10 35 65 2 98 2 97 3 92 8
3 100 0 97 3 46 54 3 100 0 95 5 92 8
4 95 4 95 5 30 70 4 100 0 100 0 90 10
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RAe‘;eeSﬂSg‘;/o C((;)A SAM (%) GIV (%) RAe‘;ZStE‘;’O CCA(%) SAM (%) GIV (%)

Alfa SF EHCEB

Apg - B F B F B 55100017p0 F E F E F E
1 82 18 87 13 25 75 1 50 50 0 100 0 100
2 87 13 91 9 35 65 2 60 40 5 95 0 100
3 88 12 88 12 43 57 3 97 3 0 100 40 60
4 86 14 90 10 40 60 4 3 97 75 25 50 50

Alfa SF EHCEB

‘A-P9 20102017-P11
1 100 0 95 5 50 50 1 98 2 97 3 97 3
2 100 0 85 15 48 52 2 100 0 98 2 95 5
3 100 0 82 18 55 45 3 100 0 98 2 95 5
4 90 10 90 10 52 48 4 100 0 98 2 96 4

Alfa SF EHCEB

‘A-P10 20102017-P12
1 100 0 95 5 74 26 1 100 0 100 0 15 85
2 100 0 98 2 83 17 2 100 0 100 O 20 80
3 98 2 96 4 66 34 3 100 0 97 3 15 85
4 100 0 80 20 75 25 4 100 0 98 2 20 80

Alfa SF EHCEB

‘A-P11 20141028-P1
1 80 20 78 22 32 68 1 0 100 0 100 0 100
2 95 5 90 10 41 59 2 0 100 0 100 O 100
3 60 40 7 93 15 85 3 0 100 0 100 O 100
4 15 85 15 85 22 78 4 0 100 0 100 O 100

Alfa SF EHCEB

‘A-P12 20141028-P2
1 95 5 85 15 15 85 1 0 100 0 100 0 100
2 98 2 50 50 29 71 2 0 100 0 100 0 100
3 2 98 1 99 22 78 3 0 100 0 100 O 100
4 1 99 1 99 5 95 4 0 100 0 100 O 100

Alfa SF EHCEB

‘B-P1 20141028-P3
1 97 3 94 6 20 80 1 0 100 0 100 0 100
2 100 0 95 5 20 80 2 0 100 0 100 O 100
3 100 0 20 80 60 40 3 0 100 0 100 O 100
4 95 5 70 30 70 30 4 0 100 0 100 O 100

Alfa SF EHCEB

‘B-p2 20141028-P4
1 100 0 97 3 50 50 1 0 100 0 100 0 100
2 100 0 94 6 80 20 2 0 100 0 100 0 100
3 100 0 98 2 70 30 3 0 100 0 100 O 100
4 100 0 100 O 85 15 4 0 100 0 100 O 100

(continua)
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Acesso/ CCA GlvV Acesso/

repeticio (%) SPM OO 40 Repeticio  CCA%)  SAM (%) GIV (%)
Alfa SF ‘B’- EHCEB
o3 F E F E F E soui0eps F E F E F E
1 90 10 90 10 80 20 1 0 100 O 100 O 100
2 85 15 2 98 80 20 2 0 100 O 100 O 100
3 98 2 70 30 70 30 3 0 100 O 100 O 100
4 60 40 45 55 65 35 4 0 100 0 100 O 100
Alfa SF ‘B'- EHCEB
P4 20141028-P6
1 100 0 97 3 80 20 1 0 100 O 100 O 100
2 99 1 95 5 78 22 2 0 100 O 100 O 100
3 100 0 97 3 64 36 3 0 100 O 100 O 100
4 97 3 96 4 75 25 4 0 100 0 100 O 100
Alfa SF ‘B’- EHCEB
P5 20141028-P7
1 95 5 100 0 75 25 1 0 100 0 100 O 100
2 100 0 96 4 80 20 2 0 100 0 100 O 100
3 97 3 97 3 57 43 3 0 100 0O 100 O 100
4 100 0 95 5 71 29 4 0 100 0 100 O 100
BRS 367- EHCEB
P1 20141028-P8
1 90 10 60 40 50 50 1 0 100 0 100 O 100
2 60 40 60 40 40 60 2 0 100 0 100 O 100
3 70 30 60 40 60 40 3 0O 100 0 100 O 100
4 40 60 20 80 70 30 4 0O 100 0 100 O 100
BRS 367- EHCEB
P2 20141028-P9
1 100 0 96 4 85 15 1 0 100 0 100 O 100
2 100 0 97 3 80 20 2 0O 100 0 100 O 100
3 99 1 98 2 90 10 3 0O 100 0 100 O 100
4 100 0 98 2 80 20 4 0 100 0 100 0 100
BRS EHCEB
367(B")-P3 20141028-P10
1 100 0 99 1 50 50 1 0 100 0 100 O 100
2 100 0 100 0 70 30 2 0O 100 0 100 O 100
3 100 0 99 1 40 60 3 0O 100 0 100 O 100
4 100 0 96 4 80 20 4 0 100 0 100 O 100
BRS 367- EHCEB
P4 20141028-P11
1 100 0 50 50 79 21 1 0 100 0 100 O 100
2 98 2 80 20 85 15 2 0O 100 0 100 O 100
3 100 0 100 0 85 15 3 0 100 0 100 O 100
4 99 1 99 1 80 20 4 0 100 0 100 O 100
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(continuacdo Anexo VI)

Acesso/ CCA SAM Acesso/
Repeticao %) (%) GIV (%) Repeticio CCA(%) SAM (%) GIV (%)
BRS EHCEB
367(‘B’)-P5 FE F E F E 20141028-P12 FEF E F E
1 100 0 99 1 10 90 1 3 97 1 99 0 100
2 100 0 100 0O 10 90 2 0O 100 2 98 0 100
3 99 1 95 5 20 80 3 0O 100 0O 100 0O 100
4 100 0 98 2 30 70 4 2 98 1 99 0 100
BRS EHCEB
367(‘'B’)-P6 20141028-P13
1 0O 100 O 100 O 100 1 0O 100 0 100 0O 100
2 0O 100 0 100 O 100 2 0O 100 0 100 0O 100
3 0O 100 0O 100 O 100 3 0O 100 0 100 0O 100
4 0O 100 O 100 O 100 4 0O 100 0O 100 O 100
BRS 367- EHCEB
P7 20141028-P14
1 90 10 95 5 70 30 1 0O 100 0 100 0O 100
96 4 96 4 80 20 2 0O 100 0 100 0O 100
3 95 5 93 7 50 50 3 0O 100 0 100 0O 100
4 100 0 99 1 85 15 4 0O 100 0 100 0O 100
BRS 367- EHCEB
P8 20141028-P15
1 100 0 98 2 90 10 1 2 98 2 98 0 100
100 0 93 7 85 15 2 2 98 2 98 0 100
3 99 1 97 3 85 15 3 0O 100 0 100 O 100
4 99 1 96 4 90 10 4 0O 100 0 100 O 100
BRS 367- EHCEB
P9 20141028-P16
1 100 0 99 1 60 40 1 0O 100 0 100 O 100
2 99 1 97 3 60 40 2 0O 100 0 100 O 100
3 100 0 98 2 60 40 3 0O 100 0 100 O 100
4 100 0 99 1 60 40 4 0O 100 0 100 O 100
Cascuda EHCEB
T5 (‘A) 20141028-P17
1 0O 100 O 100 O 100 1 0 100 0,5 99,5 0 100
2 0O 100 O 100 0O 100 2 0,5995 0 100 O 100
3 0O 100 O 100 0O 100 3 1 99 2 98 0 100
4 0O 100 O 100 O 100 4 1 99 05 995 0O 100
Cascuda EHCEB
T7 (‘'B) 20141028-P18
1 100 0 92 8 60 40 1 0O 100 0 100 O 100
2 100 0 98 2 75 25 2 0O 100 0 100 O 100
3 100 0 99 1 60 40 3 0O 100 0 100 O 100
4 98 2 98 2 70 30 4 0O 100 0 100 O 100
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Acesso/ CCA SAM Acesso/
Repeticao (%) (%) GIV (%) Repeticio CCA(%) SAM (%) GIV (%)
EHCEB EHCEB
20141027-P1 FE F EFE 20141028-P19 FEF E F E
1 0O 100 0O 100 O 100 1 0O 100 0O 100 O 100
2 0O 100 0O 100 O 100 2 0O 100 O 100 O 100
3 0O 100 0O 100 O 100 3 0O 100 O 100 O 100
4 0O 100 0O 100 O 100 4 0O 100 O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141027-P2 20141028-P20
1 0O 100 O 100 O 100 1 0O 100 O 100 O 100
2 2 98 0 100 0 100 2 0O 100 O 100 O 100
3 0O 100 0O 100 O 100 3 1 99 0 100 O 100
4 2 98 0 100 0 100 4 05995 0 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141027-P3 20141028-P21
1 0O 100 0O 100 O 100 1 0O 100 O 100 O 100
2 0O 100 0O 100 O 100 2 0O 100 1 99 O 100
3 0O 100 0O 100 O 100 3 0O 100 O 100 O 100
4 0O 100 0O 100 O 100 4 0O 100 O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141027-P4 20141028-P22
1 1 99 1 99 0 100 1 0O 100 O 100 O 100
2 0O 100 0O 100 O 100 2 0O 100 O 100 O 100
3 0O 100 0O 100 O 100 3 0O 100 O 100 O 100
4 3 97 0 100 O 100 4 0O 100 O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141027-P5 20141028-P23
1 0O 100 O 100 O 100 1 0O 100 O 100 O 100
2 0O 100 O 100 O 100 2 0O 100 O 100 O 100
3 0O 100 O 100 O 100 3 0O 100 O 100 O 100
4 0O 100 O 100 O 100 4 0O 100 O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141027-P6 20141028-P24
1 0O 100 O 100 2 98 1 80 20 O 100 5 95
2 10 90 0 100 O 100 2 0O 100 O 100 O 100
3 5 95 5 95 0 100 3 0O 100 80 20 O 100
4 0O 100 0O 100 3 97 4 30 70 10 90 4 96
EHCEB EHCEB
20141027-P7 20141028-P25
1 3 97 0 100 0 100 1 0O 100 O 100 O 100
2 3 97 0 100 O 100 2 0O 100 O 100 O 100
3 0O 100 0O 100 O 100 3 0O 100 O 100 O 100
4 3 97 0 100 0 100 4 0O 100 O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141027-P8 20141028-P26
1 0O 100 0O 100 O 100 1 0O 100 O 100 O 100
2 0O 100 O 100 O 100 2 0O 100 O 100 O 100
3 0O 100 O 100 O 100 3 0O 100 O 100 O 100
4 0O 100 O 100 O 100 4 0O 100 O 100 O 100

(continua)



(continuacdo Anexo VI)

Acesso/ CCA SAM Acesso/
Repeticio (%) (%) GIV (%) Repeticio CCA(%) SAM (%) GIV (%)
EHCEB EHCEB
20141027-P9 FEF EFE 20141028-P27 FE F E FE
1 0O 100 0O 100 O 100 1 0O 100 O 100 O 100
2 0O 100 0O 100 O 100 2 0O 100 O 100 O 100
3 O 100 0O 100 O 100 3 O 100 O 100 O 100
4 O 100 0O 100 O 100 4 O 100 O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141027-P10 20141028-P28
1 O 100 0O 100 O 100 1 O 100 O 100 O 100
2 O 100 0O 100 O 100 2 O 100 O 100 O 100
3 O 100 0O 100 O 100 3 O 100 O 100 O 100
4 0O 100 0O 100 O 100 4 0O 100 O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141027-P11 20141028-P29
1 0O 100 0O 100 O 100 1 0O 100 0O 100 O 100
2 0O 100 0O 100 O 100 2 0O 100 0O 100 O 100
3 0O 100 0O 100 O 100 3 0O 100 0O 100 O 100
4 0O 100 0O 100 O 100 4 0O 100 0O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141027-P12 20141028-P30
1 1 99 0 100 O 100 1 0O 100 0O 100 O 100
2 1 99 1 99 0 100 2 0O 100 O 100 O 100
3 0O 100 0O 100 O 100 3 0O 100 O 100 O 100
4 1 99 0 100 O 100 4 0O 100 O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141027-P13 20141028-P31
1 0O 100 0O 100 O 100 1 0O 100 0O 100 O 100
2 0O 100 0O 100 O 100 2 0O 100 0O 100 O 100
3 0O 100 0 100 O 100 3 0O 100 0O 100 O 100
4 0O 100 0 100 O 100 4 0O 100 0O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141027-P14 20141028-P32
1 10 90 8 92 4 96 1 0O 100 0O 100 O 100
2 2 98 2 98 2 098 2 0O 100 0O 100 O 100
3 15 85 2 98 3 097 3 0O 100 0O 100 O 100
4 3 97 1 99 0 100 4 0O 100 0O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20142027-P1 20141028-P33
1 10 90 15 85 3 97 1 3 97 1 99 0 100
2 0O 100 0 100 O O 2 3 97 1 99 0 100
3 0O 100 0 100 O O 3 0O 100 0O 100 O 100
4 35 65 25 75 5 95 4 0O 100 0O 100 O 100

(continua)



(continuacdo Anexo VI)

Acesso/ CCA SAM Acesso/ SAM
Repeticao (%) (%) GIV (%) Repeticao CCA(%) (%) GIV (%)
EHCEB EHCEB
20142027-P2 FBE F EFE 20141028-P34 F B F E F E
1 85 15 82 18 75 25 1 1 99 0 100 O 100
2 100 0 95 5 85 15 2 5 95 2 98 0 100
3 100 0 100 0O 90 10 3 2 98 2 0 0 100
4 100 0 99 1 9% 4 4 4 96 0 100 0O 100
EHCEB EHCEB
20142027-P3 20141028-P35
1 100 0 99 1 10 90 1 0O 100 0O 100 O 100
2 0O 100 0 100 0 O 2 0O 100 O 100 O 100
3 1 99 0 100 0 O 3 0O 100 O 100 O 100
4 15 85 35 65 20 80 4 0O 100 0 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141017-P1 20141028-P36
1 0O 100 0 100 O 100 1 0O 100 0O 100 O 100
2 0O 100 0 100 O 100 2 0O 100 0O 100 O 100
3 0O 100 0 100 O 100 3 0O 100 0O 100 O 100
4 0O 100 0 100 O 100 4 0O 100 0O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141017-P2 20141028-P37
1 0O 100 0 100 O 100 1 0O 100 0O 100 O 100
2 0O 100 0 100 O 100 2 0O 100 0O 100 O 100
3 0O 100 0 100 O 100 3 0O 100 0O 100 O 100
4 0O 100 0 100 O 100 4 0O 100 0O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141017-P3 20141028-P38
1 4 96 0 100 2 98 1 0O 100 0O 100 O 100
2 0O 100 0 100 O 100 2 0O 100 0O 100 O 100
3 0O 100 0 100 O 100 3 0O 100 0O 100 O 100
4 0O 100 5 95 0 100 4 0O 100 0O 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141017-P4 20141028-P39
1 0O 100 0 100 O 100 1 0O 100 0 100 O 100
2 0O 100 0 100 O 100 2 0O 100 0 100 O 100
3 0O 100 0 100 O 100 3 0O 100 0 100 O 100
4 0O 100 0 100 O 100 4 0O 100 0 100 O 100
EHCEB EHCEB
20141017-P5 20141028-P40
1 0O 100 0 100 O 100 1 0O 100 0 100 O 100
2 0O 100 0 100 O 100 2 0O 100 0 100 O 100
3 0O 100 0 100 O 100 3 0O 100 0 100 O 100
4 0O 100 0 100 O 100 4 0O 100 0 100 O 100
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Rﬁ%‘if@‘go CCA (%) SAM (%) GIV (%) RAe‘;ZSﬁSQ‘;/o CCA(%) SAM (%) GIV (%)
EHCEB
EHCEB
ot F E F E F E 201;11228- F E F E F E
1 0 100 0 100 0 100 1 0 100 0 100 0 100
2 0 100 0 100 0 100 2 0 100 0 100 0 100
3 0 100 0 100 0 100 3 0 100 0 100 0 100
4 0 100 0 100 0 100 4 0 100 0 100 0 100
ot 2o14ices-
i P42
1 0 100 0 100 0 100 1 0 100 0 100 0 100
2 0 100 0 100 0 100 2 0 100 0 100 O 100
3 0 100 0 100 0 100 3 0 100 0 100 O 100
4 0 100 0 100 0 100 4 0 100 0 100 0 100
EHCEB EHCEB
20141017-P8 20142028-P1
1 0 100 0 100 0 100 1 60 40 75 25 50 50
2 0 100 0 100 0 100 2 15 85 80 20 45 55
3 0 100 0 100 0 100 3 15 85 15 85 10 90
4 0 100 0 100 0 100 4 30 70 30 70 35 65
EHCEB EHCEB
20141017-P9 20142028-P2
1 20 80 0 100 7 93 1 99 1 97 3 55 45
2 0 100 10 90 0 100 2 95 5 95 5 60 40
3 0 100 0 100 0 100 3 90 10 90 10 55 45
4 1 99 1 99 0 100 4 95 5 87 13 60 40
EHCEB EHCEB
20141017-P10 20142028-P3
1 0 100 0 100 0 100 1 50 50 50 50 40 60
2 0 100 0 100 0 100 2 15 85 15 85 40 60
3 0 100 0 100 0 100 3 55 45 45 55 40 60
4 0 100 1 99 0 100 4 80 20 5 95 40 60
EHCEB EHCEB
20102017-P1 20142028-P4
1 97 3 95 5 90 10 1 75 25 74 26 50 50
2 100 0 95 5 87 13 2 9 10 91 9 50 50
3 99 1 99 1 90 10 3 25 75 65 35 50 50
4 100 0 94 6 95 5 4 90 10 75 25 46 54
EHCEB EHCEB
20102017-P2 20142028-P5
1 98 2 96 4 95 5 1 94 6 94 6 75 25
2 100 0 96 4 90 10 2 0 100 92 8 80 20
3 100 0 95 5 93 7 3 95 5 98 2 80 20
4 98 2 96 4 90 10 4 100 0 55 45 80 20
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RAe‘;‘ZStf‘g‘go CCA (%) SAM (%) GIV (%) RAe‘;ZSﬁSQ‘;/o CCA(%) SAM (%) GIV (%)
EHCEB EHCEB
20142028-p6 - E F B F B ogiap0pgpy F E F E FE
1 75 25 70 30 15 85 1 80 20 55 45 20 80
2 25 75 3 97 10 90 2 70 30 10 90 20 80
3 10 90 2 98 15 85 3 80 20 85 85 20 80
4 80 20 75 25 10 90 4 90 10 45 55 20 80
EHCEB EHCEB
20142028-P8 20142028-P9
1 100 0 100 0 50 50 1 40 60 40 60 0 100
2 100 0 100 O 50 50 2 50 50 35 65 0 100
3 100 0 100 0 50 50 3 55 45 45 55 0 100
4 9 10 97 3 50 50 4 85 15 70 30 0 100
EHCEB EHCEB
20142028-P10 20142028-P11
1 98 2 95 5 15 85 1 80 20 50 50 60 40
2 98 2 97 3 10 90 2 60 40 70 30 60 40
3 97 3 100 0 14 86 3 80 20 60 40 60 40
4 100 0 98 2 10 90 4 0 100 0 100 5 95
EHCEB EHCEB
20142028-P12 20142028-P13
1 40 60 30 70 40 60 1 85 15 85 15 55 45
2 60 40 50 50 40 60 2 50 50 50 50 55 45
3 50 50 80 20 40 60 3 95 5 85 15 55 45
4 90 10 20 80 40 60 4 85 15 50 50 55 45
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Anexo VIl — Normas internas do PPGA — Melhoramento Genético de Plantas para
redacao de dissertacao ou tese

1. Normas Gerais

1.1. Dissertacdo constitui o produto final de pesquisas desenvolvidas em cursos de
Mestrado e a Tese constitui o produto final de pesquisas desenvolvidas em cursos
de Doutorado. Exigem investigacbes préprias a area de especializacdo e métodos
especificos.

1.2. A Dissertacdo ou Tese é de responsabilidade do discente, da Comissao
Orientadora e da Banca Examinadora.

2. Estrutura

2.1. A Dissertacdo ou Tese deverd ser composta de: (i) capa, (i) paginas pré-
textuais, (iii) corpo propriamente dito e, (iv) anexo (paginas pos-textuais).

2.2. A capa devera conter a autoria, titulo, local e ano da aprovacdo. As capas
encadernadas em mais de um volume deverdo conter as mesmas informacdes
acrescidas da identificacado do respectivo volume. Dois (2) exemplares devem ser de
capas duras de cor preta e letras amarelas.

2.3. As paginas pré-textuais serdo compostas:

2.3.1. Primeira folha interna (pagina de rosto), contendo; (i) autoria, (i) titulo; (iii)
nota explicativa de que se trata de um trabalho de Dissertacdo ou Tese,
mencionando o Programa de Pds-Graduacao, a Universidade e o grau pretendido
(Mestrado ou Doutorado); (iv) comité de orientacéo e (v) local e ano de aprovagéo.
Contard, no verso desta folha, a ficha catalografica.

2.3.2. Segunda folha interna deve conter, o titulo, 0 nome do pds-graduando(a), a
data de aprovacdo, os homes e as assinaturas do orientador e dos participantes da
Banca Examinadora, local e data.

2.3.3. Opcionalmente, poderdo ser incluidas péaginas adicionais contendo: (i)
agradecimento (ii) oferecimento, (ii) dedicatéria e (iv) biografia do autor,
obrigatoriamente, deve conter (v) lista de simbolos, figuras, tabelas e sumario.

2.3.4. Folha (s) em que conste (m) o resumo em portugués, palavras-chave, o
abstract em inglés e key words. O resumo com no maximo 800 palavras deve
destacar: o local da pesquisa, delineamento estatistico, caracterizagdo do problema,
focalizar o(s) objetivo(s), sintese da metodologia, resultados obtidos e conclusdes.

2.4. O corpo da Dissertacdo ou Tese contera todo o trabalho impresso, avaliado e
aprovado pela Banca Examinadora. O corpo podera ser organizado na forma de
capitulos.

2.5. O corpo em capitulos serd composto das sec¢des:

Capitulo I: Introducéo e Referencial Tedrico; Capitulos (I ou mais a depender do
namero de artigos cientificos); e Consideragfes Finais (opcional). As referéncias
bibliograficas e citagcbes seguirdo as normas da Crop Breeding and Applied
Biotechnology. As referéncias bibliograficas deverdo aparecer ao final de cada
capitulo.
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2.6. O anexo (paginas pos-textuais) contera material pertinente e suplementar.

2.7. Inserir cabecgalho com citacdo do autor e nome da dissertacdo ou tese, sendo a
fonte tipo arial e tamanho 10, a partir do Capitulo | até a pagina inicial da folha
anexo(s).

3. Editoracao

3.1. Composicao tipografica. As dissertacdes ou teses deverao ser impressas em
forma permanente e legivel, com caracteres de alta definicdo e de cor preta no tipo
Arial tamanho 12, com espagamento 1,5.

3.2. Notacdo cientifica e medidas. A nomenclatura cientifica deverd ser
diferenciada contextualmente, de acordo com as normas internacionais. As unidades
métricas deverdo seguir o padréo do Sistema Internacional de Unidades.

3.3. Papel. Utilizar papel A-4 (210 x 297 mm) branco, e suficientemente opaco para
leitura normal.

3.4. Margens. A margem esquerda deve ser de 3 cm e as outras margens de 2 cm.

3.5. Paginacdo. Todas as paginas textuais e pos-textuais deverdo ser numeradas
em sequéncia continua, isto €, desde a pagina do Capitulo | (texto corrido), até a
altima pagina, em algarismos arabicos. A sequéncia devera incluir tudo que estiver
como mapas, diagramas, paginas em branco e outros. As paginas pré-textuais
deverdo ser numeradas, sequencialmente, como algarismos romanos minusculos.

3.6. llustracdes. Fotografias e outras ilustracbes deverdo ser montadas de forma
definitiva e incluidas no corpo da Dissertacéo ou Tese. E admitido o uso de cores
nas figuras e ilustracbes. Em nenhuma circunstancia dever-se-a empregar fita
adesiva ou material similar para afixagéo de ilustragcdes no corpo da Dissertacao ou
Tese. Folhas de tamanho superior a A4 serdo aceitaveis, desde que dobradas, de
forma a resultar em dimensdes inferiores ao tamanho do papel adotado.



