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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos desenvolver e avaliar Variedades Sintéticas
(VS) Syn 0 de cebola, como alternativa ao desenvolvimento de hibridos para o
nordeste brasileiro, bem como estimar taxa de polinizagdo cruzada e heterozigosidade
em populacdes de cebola. Foram utilizadas oito populacdes de polinizacdo aberta
(OP) para obtencdo de seis variedades sintéticas. PopulacGes de bulbo amarelo,
foram plantadas em linhas alternadas com popula¢gdes de bulbo de cor vermelha,
caracteristica dominante. Quatro loci microssatélites, AMS 03, ACM 004, ACM091 e
ACM124, foram utilizados adicionalmente nas estimativas da taxa de polinizacéo
cruzada, em quatro cruzamentos. A heterozigosidade foi estimada com suporte do
software PowerMarker V3.25. Foram avaliados a producéo total (PTB) e comercial de
bulbos (PBC) e o ciclo de maturacao. Heterose média, heterobeltiose e heterose
padréo foram estimadas para a producéo de bulbos. Seis VS, oito populagbes de
polinizagdo aberta e um hibrido comercial foram avaliados em delineamento
experimental de blocos casualizados, com trés repeti¢cdes, em duas diferentes épocas.
As taxas de cruzamentos estimadas com marcador morfologico variaram de 15% a
39%, com média de 28,2%, e com loci microssatélites variaram de 33% a 71%, com
média de 42,7%. Os valores meédios de heterozigosidade em oito populacdes,
variaram de 0,82 a 1,0. A heterose média para producédo de bulbo comercial das VS
foi negativa no primeiro semestre, e positiva em quatro VS no segundo. O valor da
heterobeltiose para PBC das VS foi negativa no primeiro semestre, e positiva em trés
VS, no segundo semestre. As VS ndo apresentaram heterose superior em relacéo a
cultivar comercial padrédo, BRS Alfa Sdo Francisco, exceto a VS Alfa RT x BRS Alfa
Sao Francisco, no primeiro semestre. Foram observados efeitos significativos para
cultivares e interacdo cultivares*semestre para as trés variaveis. O hibrido comercial
e Alfa RT apresentaram as maiores médias combinadas para PTB, 72,8 e 73,9 t/ha™,
respectivamente, enquanto a VS Cascuda T6 x Botucatu e a cultivar Cascuda T6
apresentaram as menores produtividades. Para maturacdo, as cultivares de maior
precocidade foram a Alfa RT, no primeiro semestre e Vale Ouro IPA11 no segundo.
As variedades sintéticas Syn-0 BRS Alfa SF x Vale Ouro IPA11l, Alfa RT x BRS Alfa
SF, BRS Rio Vale x BRS Carrancas e Botucatu x BRS Carrancas apresentaram média
de PBC estatisticamente semelhante a quatro cultivares. No geral, as VS
apresentaram baixos valores de heterose e baixo potencial produtivo para substituir
populacdes OP e hibridos comerciais.

Palavras-chave: Popula¢des. Morfologico. Molecular. Marcadores. Heterose.



ALVES, I. L. S. Evaluate and estimates of crossed polynization, heterozygosity
and heterosis in synthetic varieties of onion (Allium cepa L.). UEFS -
Universidade Estadual de Feira de Santana. Dissertagdo. p. 84, 2019.

Orientador: Dr. Carlos Antdnio Fernandes Santos

ABSTRACT

The present study aimed to the develop and evaluate of Synthetic Varieties (VS) Syn
0 of onion, as an alternative to the development of hybrids for Brazilian northeast, as
well to estimate of cross pollination and heterozygosity rates in onion populations.
Eight Open Pollinated (OP) populations were used to obtain six VS. Populations of
yellow bulb were planted in alternating rows with populations of red colour bulb,
dominant trait. Four microsatellite loci, AMS 03, ACM 004, ACM091 and ACM124,
were additionally used in the cross-pollination rate estimates for four crosses.
Heterozygosity was estimated with PowerMarker V3.25 software support. Cycle were
evaluated the total (PTB) and commercial bulb yields (PBC) and the maturation cycle.
Mean heterosis, heterobeltiosis and standard heterosis were estimated for the yield of
bulbs. Six VS, eight open pollinated populations and one commercial hybrid were
evaluated in a randomized complete block design with three replicates in two different
times. Crossing rates estimated with morphological marker ranged from 15% to 39%,
with a mean of 28.2%, and with microsatellite loci ranged from 33% to 71%, with an
average of 42.7%. The mean values of heterozygosity in eight populations ranged from
0.82 to 1.0. The mean heterosis for VS commercial bulb yield was negative in the first
semester and positive in four VS in the second semester. The value of heterobeltiosis
for PBC was negative in the first semester and positive in three VS in the second
semester. The VS did not present superior heterosis in relation to the standard
commercial cultivar, BRS Alfa Sao Francisco, except to VS Alfa RT x BRS Alfa S&o
Francisco in the first semester. Significant effects were observed for cultivars and
cultivars*semester interaction for the three variables. The commercial hybrid and Alfa
RT presented the highest pooled averages for PTB, 72.8 and 73.9 t/ ha'%, respectively,
while VS Cascuda T6 x Botucatu and Cascuda T6 showed the lowest yields. For
maturation, the highest precocity cultivars were Alfa RT, in the first semester and Vale
Ouro IPA11 in the second semester. The synthetic varieties Syn-0 BRS Alfa SF x
Valley Ouro IPAl1l, Alfa RT x BRS Alfa SF, BRS Rio Vale x BRS Carrancas and
Botucatu x BRS Carrancas presented a statistically similar PBC average to four
cultivars. In general, VS presented low values of heterosis and low yield potential to
replace commercial OP and hybrid populations.

Keywords: Populations. Morphological. Molecular. Markers. Heterosis.
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INTRODUCAO GERAL

A cultura da cebola e sua importancia socioeconémica

A cebola (Allium cepa L.), pertencente a familia Alidceas, é uma espécie
diploide (2n=2x=16) (WHEELER et al, 2013), com genoma 36 vezes maior que o de
arroz e de milho (SONG; CHEONG e CHOI, 2007). Cultivada ha mais de 5.000 anos
é provavelmente originaria da Asia Central, em especial do noroeste da india e do
Afeganistdo. A. cepa € conhecida apenas como planta cultivada, ndo sendo conhecida
em sua forma silvestre (BREWSTER, 2008). A espécie foi introduzida no Brasil com a
chegada de imigrantes europeus, em especial 0os portugueses, com cultivo inicial em
Pelotas no Rio Grande do Sul, no inicio do século XIX (FRANCA; CANDEIA, 1997).

A. cepa é uma das hortalicas mais disseminada no mundo, sendo consumida
desidratada, processada, industrializada, mas preferencialmente em saladas in
natura. E considerada como alimento nutracéutico capaz de prevenir doencas como
gripes, diabetes, arteriosclerose, dentre outras, além de fortalecer o sistema
imunoldgico. A mesma possui também um teor elevado de vitaminas do complexo B.
A presencga de quercetina, um flavonoide de grande importancia, favorece a circulagéo
sanguinea (LANZOTTI, 2006).

Devido a presenca de propriedades medicinais e nutricionais é a segunda
hortalica de importancia econédmica no mundo (EL BALLA; HAMID; ABDELMAGEED,
2013). A cultura destaca-se entre as demais aliaceas cultivadas pelo seu volume de
produgao e valor econdmico. Segundo a FAO (2019) os maiores produtores mundiais
sdo os paises do continente asiatico, principalmente a China e a india, que
contribuiram com 24,8% e 22,9%, respectivamente, da produ¢gdo mundial. Os Estados
Unidos é o terceiro maior produtor mundial de cebola, enquanto que o Brasil ocupa a
décima segunda posig¢ao (FAO, 2019). De acordo com os dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE, 2018), em 2017 a produgéo de cebola no Brasil
atingiu 1.719.412 t em uma area de 58.001 ha, alcangando um rendimento médio de
29,6 t/ha e 1,8% da produg¢ao mundial.

No Brasil o cultivo ocorre desde a Regido Sul até a Regido Nordeste. Dentre as
regides produtoras de cebola, o Sul é responsavel por 47,7% da produgao brasileira,
o Nordeste (Bahia e Pernambuco) 21,7%, o Sudeste (Sdo Paulo, Minas Gerais e
Espirito Santo) por 22,5% e o Centro-Oeste (Goias e Distrito Federal) por 8,1% (IBGE,
2017). A producgao da hortalica no Nordeste foi de 365.961 t em 2017, numa area de



16

12.878 ha, tendo como os maiores produtores os estados da Bahia e Pernambuco
que contribuiram com 362.650 t, representando 99% da produgéo regional e 21,5%
da producgéo nacional (AGRIANUAL, 2018). A maior produgéo da cebolicultura ocorre
predominantemente nas regides do Baixo e Médio Sdo Francisco, isso porque essa
regiao é favorecida pelas condigdes climaticas que permitem o cultivo durante todo o
ano, com concentragdes de plantio nos meses de janeiro a margo. Essa atividade é
realizada especialmente por pequenos produtores (KIILL; RESENDE; SOUZA, 2007).

Caracteristicas botéanicas

A cebola é uma planta herbacea, monocotiledénea com cerca de 60 cm de
altura, possuindo folhas grandes que podem ser cerosas ou ndo e sao dispostas
alternadamente em duas fileiras. As bainhas foliares formam uma estrutura firme
comumente chamada de caule, mas que, na realidade, € um pseudocaule. O caule
verdadeiro esta localizado abaixo da superficie do solo e é composto por um disco
achatado situado na extremidade inferior do bulbo (FILGUEIRA, 2008).

As raizes emitidas séo fasciculadas, com pouca ramificagdo, concentrando-se
nos primeiros 30 cm do solo. O bulbo é a parte comercial da cebola, que apresenta
capacidade em rebrotar, composto de vérios catafilos sobrepostos e podem
apresentar diferentes formatos, cor, pungéncia e tamanhos. A heterogeneidade
dessas caracteristicas na espécie esta associada a alta taxa de polinizacao cruzada
(OLIVEIRA, 2003).

A flor da A. cepa apresenta androceu composto por seis estames (trés internos
e trés externos) e gineceu formado por trés carpelos unidos com um unico pistilo e
perianto com seis segmentos, estando encerrada por bracteas. As anteras dos trés
estames internos abrem-se primeiro e, uma apo0s outra, liberam o pdlen
(MCGREGOR, 1976). Sendo assim, os 6rgdos sexuais masculinos amadurecem
antes dos femininos e deste modo, os estames liberam o pdlen antes da maturacao
do estigma.

A inflorescéncia é do tipo umbela (Figura 1), possui um numero de flores que
varia de 50 a 2000 por umbela, suas flores se abrem para producdo de sementes
gradativamente em um periodo de quatro semanas, tendo abertura maxima a partir
da segunda semana, 0 que permite que ocorra autopoliniza¢cdo, uma vez que nesse
intervalo de tempo ha estames que liberam seu polen e estigmas que séo receptivos
(BREWSTER; RABINOWITCH, 1990; OLIVEIRA et al, 2015).
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No entanto, a falta de sincronia entre a maturidade dos 6rgdos sexuais favorece
a polinizacdo cruzada por insetos, principalmente por himendpteros (espécies de
abelhas) e dipteros (moscas) que sdo os principais agentes polinizadores (KIILL;
RESENDE e SOUZA, 2007). O fruto € uma capsula com trés Iébulos, em que cada

um deles possui de duas a trés sementes com formato irregular e de cor preta.

Figura 1. Umbela de cebola. A- Abertura das flores, B- Fechamento das flores
(Producéo de sementes).

A cebola € uma oleracéa bienal de ciclo biolégico composto por duas etapas:
vegetativa e reprodutiva. A fase vegetativa ocorre no primeiro ano com a formacéao de
bulbos a partir das sementes, e a reprodutiva no segundo ano com o florescimento e
a producdo de sementes a partir do bulbo. Para que ocorra essa transicao da fase
vegetativa para fase reprodutiva é necessario baixas temperaturas, sendo essa a
condicdo ideal para diferenciagcdo nas gemas florais induzidas por faixas de
temperatura 6tima de 9 a 13 °C (MELO, 2007). Em regides de clima temperado a
subtemperado a indug¢ao do florescimento (processo conhecido como vernaliza¢éo)
ocorre naturalmente devido as baixas temperaturas (LEITE, 2014).

No Brasil apenas a Regido Sul atende as condi¢cdes necessarias para producao
de sementes sob condi¢gdes naturais. No entanto, regides com temperaturas elevadas,
como no Nordeste, a vernalizag&o ocorre artificialmente em camara fria a temperatura
de 8 °C e umidade relativa de 50%, por um periodo de 90 a 120 dias (AGUIAR et al,
1983). Ao fim da vernalizagdo os bulbos sdo plantados no campo para fase
reprodutiva, onde os mesmos emitem escapos florais visando a producido de
sementes (MELO, 2007).
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Segundo Teixeira et al (2007), a produgdo de sementes de populagdes
adaptadas ao Vale do Sao Francisco é diferente de regides de clima temperado a
subtemperado: as sementes sdo obtidas durante o periodo de doze meses, sendo
quatro meses para producido do bulbo, trés a quatro meses para vernalizagdo, em
camaras frias, e quatro meses para producao e beneficiamento das sementes.

A espécie A. cepa € altamente exigente com as condi¢des climaticas para a
bulbificacdo, sendo que fatores ambientais tais como fotoperiodo e temperatura
limitam a produgcdo da cultura (OLIVEIRA; MAROUELLI e MADEIRA, 2014). A
interacdo entre o fotoperiodo e a temperatura tem influéncia significativa na formagéao
dos bulbos da cebola: a bulbificagdo ocorre somente quando esses fatores exigidos
pela cultivar sado satisfatorios. Quando as condigdes ndo sao satisfeitas, a planta
desenvolve somente folhas, sem que ocorra a formagdo de bulbo (MANFRON;
GARCIA e ANDRIOLO, 1992). No entanto, ha uma grande variabilidade entre as
cultivares quanto ao minimo de horas de luz para estimular a bulbificacao.

Mascarenhas (1980) classificou as cultivares de cebola de acordo com as
exigéncias de fotoperiodo em curtos ou precoces (11 a 12 horas de luz/dia), médias
ou intermediarias (12 a 14 horas de luz/dia) e tardias ou de dias longos (mais de 14
horas de luz/dia). Devido a variagéo do fotoperiodo de cada regido, é necessaria a
selecao de cultivares adaptadas as condi¢des de luz do ambiente de plantio (Tabela
1). Desse modo, o cultivo na regido do Vale do S&o Francisco deve ser realizado com
cultivares de dias curtos ou precoces. Para a adaptacdo de cultivares de cebolas
oriundas de regides de latitude maiores para regides de menores latitudes, como no

caso do Vale do Sao Francisco, usam-se técnicas de selegao.

Tabela 1. Variagdes do fotoperiodo em Estados produtores de cebola em funcéo da
latitude e da época do ano.

Fotoperiodo (horas de luz)

Latitude Janeiro Junho Julho
0° 12,0 12,0 12,0
09° S (PE) 12,5 11,5 12,5
15° S (DF) 12,5 11,1 12,0
23° S (SP) 13,5 10,0 13,5
32° S (RS) 14,5 9,0 14,5

Fonte: Silva e Vizzotto (1990).

Melhoramento da cebola para o Semiérido brasileiro
O cultivo de A. cepa no Brasil teve inicio com a cebola amarela trazida pelos

imigrantes agorianos, que colonizaram a Regido Sul do pais (FRANCA; CANDEIA,
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1997). A selegao das populagdes foi feita pelos agricultores, dando origem a duas
populagdes bases: Baia Periforme (derivada de uma cebola portuguesa) e a Péra
(derivada de gendtipos egipcios). Outra populagao, Crioula no Vale do Itajai em Santa
Catarina, resultou do cruzamento dessas duas populagcdes. Essas trés populagdes
propiciaram o inicio do melhoramento no Brasil, principalmente na Regido Sul (LEITE
et al, 2009; COSTA, 1997). A variabilidade genética dessas trés populacdes
possibilitou o cultivo de cebola na Regiao Sul e possibilitou a formagao de um banco
de germoplasma (BAG) de grande importancia para os programas de melhoramento
de cebola em todo o pais (SANTOS; OLIVEIRA, 2011).

No Submédio Sao Francisco foi introduzida a cebola “Amarela chata das
canarias” no periodo de 1930. No fim da década de 50, a producao dessa hortalica se
expandiu no Vale do Sao Francisco e os principais municipios produtores no estado
de Pernambuco eram: Belém do S&o Francisco, Itacuruba, Cabrobd, Petrolina, Orocé
e Santa Maria da Boa Vista.

Na Bahia, os principais eram: Juazeiro, Xique-Xique e Casa Nova. Mas, apesar
da boa produtividade, a cebola amarela apresentava fatores limitantes como alta
susceptibilidade a doencas, e péssima conservacao poés-colheita, o que dificultava o
armazenamento para comercializacdo (COSTA; CANDEIA e ARAUJO, 1999;
WANDERLEY et al, 1978).

Diante de fatores limitantes como os descritos, foram criados programas de
melhoramento para, através de selegdes, modificarem caracteristicas como: o
formato, o aumento de produtividade, a conservacdo pos-colheita, o nivel de
resisténcia a pragas e doencas, e a adaptacdo a diferentes condi¢gdes climaticas,
como € o caso da adaptagao a diferentes latitudes em relagéo ao seu centro de origem
(COSTA; CANDEIA e ARAUJO, 1999). Contudo, para que esses programas sejam
bem sucedidos € de fundamental importdncia a escolha dos genitores e o
planejamento dos cruzamentos (LANZA; GUIMARAES e SCHUSTER, 2000).

O primeiro programa de melhoramento genético foi implantado no nordeste em
1972 pela Instituto Agronédmico de Pernambuco (IPA), langando em 1980 cultivares
mais adaptadas as condigdes tropicais brasileiras (latitudes 8-9°) que permitem a
bulbificagdo em dias mais curtos e com temperaturas médias mais elevadas que as
observadas na regido Sul, denominada como série IPA (WANDERLEY et al, 1973;
(BUZAR; OLIVEIRA e BOITEUX, 2007). De acordo com as informagdes registradas

no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), o IPA registrou sete
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cultivares de cebola (MAPA, 2018). Segundo Santos e Oliveira (2011) as cultivares de
cebola proveniente do programa de melhoramento da IPA foram responsaveis pela
substituicdo da cultivar Texas Grano 502, que durante anos dominou cerca de 90% do
cultivo de cebola no nordeste. Segundo o IPA (2016), os estados de Pernambuco e
da Bahia adotam as cultivares Franciscana IPA-10 e Valeouro IPA-11, roxa e amarela,
respectivamente.

Na Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria (EMBRAPA) - CNPH as
pesquisas voltadas ao melhoramento iniciaram-se em 1977, visando a
disponibilizagao de cultivares adaptadas as mais variadas condi¢gdes edafoclimaticas,
sistemas de cultivo e preferéncias regionais (BUZAR; OLIVEIRA e BOITEUX, 2007).
Com o desenvolvimento de programas de melhoramento genético de cebola no Vale
do Sao Francisco tornou-se possivel a producido de semente de cebola devido a
vernalizacao artificial, e foram desenvolvidas variedades que apresentam alto nivel de
tolerancia a doencgas, e adaptacao as condicdes edafoclimaticas da regiao (LEITE,
2012; OLIVEIRA, 2015). A Embrapa Semiarido registrou ou protegeu trés cultivares
de cebola para o Nordeste brasileiro: BRS Alfa Sdo Francisco, BRS Rio Vale e BRS
Carrancas.

Contudo, um programa de melhoramento deve considerar as caracteristicas
importantes tanto para os agricultores quanto para os consumidores. Para os
primeiros, a produtividade associada a qualidade e resisténcia a doengas s&o os mais
relevantes (QUEIROZ, 1999). Para os segundos, a qualidade associada & quantidade
minima de residuos de agrotoxicos € o mais importante. Assim, os estudos realizados
pelo IPA e pela EMBRAPA visam além do desenvolvimento de germoplasmas dotados
de elevado potencial produtivo, alta tolerancia ao “Tripes” (Thrips tabaci), resisténcia
ao “Mal-de-sete voltas” (Colletotrichum gloeosporioide) (COSTA et al, 1975) e a “Raiz
rosada” (Pyrenochaeta terrestris), assim como melhor conservagado poés-colheita,
pungéncia moderada e adaptacdo de gendtipos as condigdes ambientais locais.
(CANDEIA et al, 1987; COSTA, CANDEIA e ARAUJO, 1999).

A contribuicado dos programas de melhoramento para o desenvolvimento e
sustentabilidade da cebolicultura no Nordeste brasileiro ocorreu através da
disponibilizagao de cultivares que atendessem as exigéncias dos consumidores. Em
2004 a Embrapa langou a variedade BRS Alfa Sao Francisco, adaptada as condigdes
de cultivo do segundo semestre do Nordeste brasileiro (COSTA et al, 2005). Deste

modo, o programa de melhoramento de cebola desenvolvido na Embrapa Semiarido
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tem contribuido para o desenvolvimento da cultura na regidao Semiarida. De acordo
com o MAPA (2018), a EMBRAPA registrou 14 cultivares de cebola para todo o Brasil.

Sistema reprodutivo em cebola

O conhecimento do sistema reprodutivo da planta é de vital importancia, pois
servira como base para auxiliar o melhorista na selegdo dos melhores métodos a
serem usados, ja que os métodos sao diferentes em fungao do sistema de reprodugao
da espécie (FERREIRA et al, 2004; FRYXELL, 1957). A descendéncia de uma espécie
pode ser produzida de modos reprodutivos distintos, dentre esses esta o cruzamento
de modo aleatério e a autofecundagao. O sistema reprodutivo, em conjunto com os
mecanismos de dispersao de pdlen e sementes, tem uma profunda influéncia na
estrutura genética de uma populagao (FREITAS et al, 2004; RAJESH et al, 2014).

O sistema de reproducgao da A. cepa é sexuada, sendo esse o sistema mais
comum entre as angiospermas (KARASAWA et al, 2007). Na reproducdo sexuada
ocorre a formacao de gametas (meiose), fusdo dos gametas masculino e feminino
(fertilizacédo) para formagéo de um embrido e posteriormente da semente. A cebola é
classificada como planta alégama, sendo essa classificacdo devido a predominancia
da polinizagao cruzada ou aberta (BREWSTER; RABINOWITCH, 1990). Todavia, para
0 uso desse sistema, as angiospermas empregam diferentes estratégias reprodutivas
que estimulam a alogamia (KARASAWA et al, 2007).

A A. cepa apresenta como estratégia flores hermafroditas e dicogamia-
protandrica. A dicogamia € definida pelo amadurecimento do 6rgao feminino (gineceu)
e do 6rgao masculino (androceu) em periodos distintos. A protandria ocorre quando
as anteras tém os graos de pdolen maduros, mas os estigmas nao estido receptivos,
uma vez que as anteras emitem quase todo o pdlen durante 8 e 17 horas, 48-72 horas
antes que o estigma torne-se receptivo, caracterizando a dicogamia protandrica como
um sistema de autoincompatibilidade que evita a autofertilizacdo e favorece a
polinizacdo cruzada por insetos (BREWSTER; RABINOWITCH, 1990; OLIVEIRA et
al, 2015).

A polinizagdo cruzada (alogamia) é a forma reprodutiva que possui maior
capacidade de rearranjo da diversidade genética produzindo infinitas combinag¢des
(RICHARDS, 1997). No caso das espécies com predominio de alogamia a
variabilidade genética é distribuida dentro das populagées (HAMRICK; GODT, 1997).

Estudos do sistema de reproducido de espécies tropicais tém demonstrado que a
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maioria das espécies alégamas, ou seja, de polinizagdo cruzada, possuem sistema
mistos, com predominancia da alogamia (SOUZA; KAGEYAMA e SEBBENN, 2003).
De acordo com as convengdes, uma espécie deve ser considerada mista sempre que
apresentar mais de 5% autofecundagdo e menos de 95% de cruzamentos
(KARASAWA et al, 2007)

As plantas alégamas s&o caracterizadas pela heterozigose, segundo Weir e
Basten (1990), sendo que a frequéncia de heterozigotos € um indicador de grande
relevancia da diversidade genética, pois cada heterozigoto € constituido de alelos

diferentes, o que representa melhor a variagao existente.

Estimativa da taxa de polinizacao

O sistema reprodutivo da planta exerce influéncia sobre a estrutura genética de
uma espécie e isso ocorre porque € através do modo reprodutivo que a frequéncia
dos gendtipos dos individuos das geragdes sucessivas € determinada (BROWN,
1990; HAMRICK; LINHART e MITTON, 1979). Assim, & primordial conhecer o sistema
de cruzamento da espécie, e estimar a taxa de cruzamento a fim de estabelecer os
parametros genéticos para conservagao ou melhoramento de uma espécie (PENHA
et al, 2016; SEBBENN et al, 2000).

Segundo Faleiro; Pires e Lopes (2003), a estimativa da taxa de polinizagao
cruzada entre plantas pode ser realizada através da presenca de caracteristicas de
natureza dominante e que sejam facilmente visualizadas entre os gendétipos avaliados.
De acordo com Jain (1979), a estimativa da taxa de polinizagdo cruzada por meio da
utilizacao do fenétipo como marcador, é realizada através da contagem de individuos
dominantes na progénie de gendtipos recessivos.

Estudos de estimativa de taxa de polinizagdo cruzada em A.cepa, utilizando
marcador morfologico foram reportados por Van Der Meer e Van Bennekom
(1968,1972); Currah e Ockendon (1983). Nesses estudos foram observadas taxas de
cruzamento variando de 29 a 56% e 23 a 56%, respectivamente. No entanto, a
estimativa da taxa de polinizacao cruzada com base no fenétipo pode ser inviabilizado
devido a auséncia de tais caracteristicas, sendo recomendado o uso de marcadores
moleculares de DNA (ALZATE-MARIN et al, 2005).

Segundo Conte (2004), para a determinacao da taxa de polinizagao cruzada
podem ser empregados modelos multilocos que propiciam a obtengao de estimativas

mais adequadas, pois levam em consideragcdo as combinagbes genotipicas
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envolvendo todos os locos. Para Santos e Lima Neto (2011), a situagao ideal para a
estimativa da taxa de polinizagdo cruzada com microssatélites ou SSR, é de
homozigose nos parentais e de alelos em heterozigose nos descendentes. Na
auséncia dessas condi¢cbes, segundo Nadeem et al (2014) a avaliagdo para a
estimativa pode ser realizada através da comparacao dos alelos compartilhados para
um locus especifico, com o progenitor masculino.

Entretanto, trabalhos para estimar a taxa de cruzamento em A. cepa por meio
de marcadores moleculares microssatélites ou SSR ainda ndo foram reportados na
literatura. Porém, ha relatos de trabalhos sobre estudo da taxa de polinizagéo cruzada
por meio de marcadores microssatélites em outras culturas. Os microssatélites tém
sido empregado com sucesso para estimar as taxas de cruzamento em Solanum
tuberosum (QUAIN et al, 2018), Carthamus tinctorius (RAVI, 2014), Brassica napus
(SOENGAS et al, 2011), Capsicum annuum (JUSTINO et al, 2018).

No entanto, além dos microssatélites, os marcadores moleculares RAPD e
AFLP também sao utilizados para estimar taxas de polinizagdo cruzada (GAIOTTO;
BRAMUCCI e GRATTAPAGLIA, 1997; MULUVI et al, 2004). Apesar das limitagbes dos
marcadores RAPD e AFLP, devido a sua dominancia, Ritland (2002) demonstrou que
essa limitacao pode ser superada com estimacao multilocos para alelos apresentando
frequéncia intermediaria por meio do programa MLTR (Multilocus Mating System
Program, versédo 1.1). O AFLP é um marcador de DNA robusto que produz grande
nuamero de marcas de resolugdo especifica, devido a digestdo com enzimas de
restricdo e a rapida detecgdo de polimorfismo por PCR (GAIOTTO; BRAMUCCI e
GRATTAPAGLIA, 1997); além de possibilitar ampla cobertura de um genoma. Santos
et al (2011), utilizando esse marcador, concluiram que o umbuzeiro (Spondias
tuberosa) é predominantemente de polinizagao cruzada.

Segundo Oliveira; Carvalho e Rosado (2002) os marcadores microssatélites ou
SSR se destacam, pois além de quantificar o processo de transmissao de genes entre
plantas, eles descrevem a transmissdo de genes entre geragcdes e permitem uma
ampla cobertura gendmica para a espécie, além de nao apresentar a limitagdo dos
marcadores dominantes, sendo entdo de mais facil execugao. Santos e Lima Neto,
(2011) estimaram a taxa de polinizagdo da manga utilizando os marcadores AFLP e
microssatélite, chegando a resultados muito proximos entre si, demostrando dessa

forma a eficiéncia de ambos os métodos.
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Microssatélites

O surgimento das técnicas de marcadores moleculares com capacidade de
detectar variabilidade genética trouxe avangos para o melhoramento genético de
plantas. A principal contribuicdo dessas técnicas foi a possibilidade de analisar o
genotipo de um individuo, excluindo a influéncia ambiental (TOPPA; JADOSKI, 2013).
Os marcadores moleculares sdo capazes de analisar a variabilidade contida no
genoma de uma espécie (BERED; BARBOSA NETO e CARVALHO, 1997). Por esse
motivo, s&o utilizados eficientemente em estudos de caracterizacado e de diversidade
genética (SOUZA, 2015). Segundo Faleiro; Pires e Lopes (2003) marcadores
moleculares podem ser utilizados para a confirmagédo de fecundagao cruzada em
plantas. E por se tratar de analise de DNA a aplicagao da metodologia € confiavel e
rapida, podendo ser realizada em estagios iniciais da planta, o que permite a
confirmagao da hibridagdo em estagios iniciais do suposto hibrido.

Microssatélites € uma classe de sequéncias de DNA repetitivo que esta
presente em todos os organismos, tanto nos eucariontes quanto nos procariontes.
Consistem em repeticbes de sequéncias geralmente de dois a seis nucleotideos
(RAMALHO et al, 2012). Os marcadores moleculares do tipo SSRs consistem em um
par de oligonucleotideos que reconhece sequéncias de DNA e flanqueiam um
segmento de DNA repetitivo. Os segmentos repetitivos sdo sequéncias de
nucleotideos que consistem em inumeras repeticdes lado a lado na fita de DNA
(YOUNG; VIVIER, 2010).

Conforme Karasawa et al (2007), a sequéncia amplificada através de
microssatélites é visualizada por meio de técnicas de eletroforese mediante o uso de
gel de poliacrilamida ou de agarose em alta concentragao para uma melhor separagao
dos fragmentos. A selegdo adequada do gel depende do numero de nucleotideos do
elemento repetido no microssatélite que se diferem por poucos pares de bases (pb).
A visualizagdo dos fragmentos no gel pode ser feita diretamente por coloragdo de
brometo de etidio, nitrato de prata ou com marcadores coloridos fluorescentes
(DIWAN; CREGAN, 1997).

Apesar da ampla disponibilidade de marcadores moleculares em outras
espécies de importancia econémica, informagdes referente a marcadores em A. cepa
e sequéncias de nucleotideos ainda s&o bastante limitadas, e alguns tem aplicagdes
complexas, fato esse atribuido ao tamanho enorme do genoma da espécie
(NANDHAN et al, 2015; SANTOS et al, 2010a). Fischer e Bachmann (2000) e Jakse
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et al (2005) foram os primeiros a desenvolverem marcadores moleculares de cebola
SSR. Novos microssatélites para caracterizagdo molecular de germoplasma de cebola
foram desenvolvidos por Baldwin et al (2012), e Radhika et al (2013) baseando-se em
sequenciamento de sequéncias expressas (ESTs). De acordo com Radhika et al.
2013, avantagem da utilizagdo dessa técnica € que as sequéncias ja estdo disponiveis
em bibliotecas gendmicas e resultam em microssatélites com custos mais baixos.

Embora a cebola apresente um importante papel socioecondémico, trabalhos
relativos a estimativa da taxa de polinizagdo cruzada de cebola por meio de
microssatélites ainda sdo escassos. No entanto, alguns estudos para avaliar a taxa
de polinizagéo cruzada por meio de marcadores microssatelites vém sendo realizados
em outras culturas.

Santos e Lima Neto (2011), estimaram a taxa de polinizagédo cruzada entre duas
variedades de manga no Vale do S&o Francisco utilizando SSR, observando que a
taxa variou de 0,83 a 0,91, com base em trés microssatélites. De acordo com esses
autores, os SSRs utilizados sao indicados para explicarem a origem de mudas das
variedades de manga. Karasawa et al (2007), utilizaram oito microssatélites em trés
populagdes brasileiras de Oryza glumaepatula para determinar os parametros do
sistema de acasalamento. As taxas de cruzamentos variaram de 0,011 a 0,223 nas
trés populacdes, indicando divergéncia nas taxas de cruzamento entre as populagoes

de O. glumaepatula, onde predominou a autofecundagao.

Desenvolvimento de hibridos e heterose em cebola

A utilizacao de hibridos € uma estratégia de grande importancia uma vez que a
produtividade pode ser superior em relagao a algumas cultivares de polinizagao aberta
(OP) (RAGASSI et al, 2012). Segundo Santos et al (2008), os sistemas de macho-
esterilidade génico-citoplasmaticas (CMS) sdo a base para a produgao de hibridos de
cebola, que requer a identificagdo de linhagens macho-estéreis, linhagens
mantenedoras da macho esterilidade e de linhagens polinizadoras com boa
capacidade de combinagdo, sendo essas linhagens conhecidas como A, B e C,
respectivamente.

Linhagens macho-estéreis (Smsms), denominada de linhagem “A”, podem ser
mantidas por sementes quando cruzadas com uma linhagem mantenedora,
denominada de linhagem “B”, a qual possui citoplasma normal (N) para macho-

fertilidade e gendtipo msms para o loco restaurador da fertilidade. A produtividade dos
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hibridos de cebola tem sido de até 192% em relagao ao parental mais produtivo e de
até 367% em relagdo a algumas cultivares de polinizagdo aberta (SANTOS et al,
2016).

Contudo, no Nordeste brasileiro as cultivares mais importantes sdo populacoes
proveniente de polinizagdo aberta (OP), como Vale Ouro IPA 11, Franciscana IPA 10,
TEG 502 e BRS Alfa Sao Francisco, em contraste com regiées que adotam maior nivel
tecnolégico, como Irecé — BA, que fazem amplo uso de hibridos. Para Santos et al
(2010b), duas razdes explicam o uso de OP na regido, o elevado prego das sementes
hibridas e a susceptibilidade de alguns hibridos ao Colletotrichum gloeosporioides,
responsavel pela doenca fungica mal de sete voltas. Outro fator é a dificuldade do
desenvolvimento de hibridos tropicais adaptados ao Vale do Sao Francisco.

Segundo Ferreira (2017), para a producédo de hibrido de cebola o ideal é que
as linhas A sejam totalmente estéreis, enquanto que as linhas B sejam totalmente
férteis. No entanto, esse processo de identificacdo e producéo de hibrido por meio de
programa de melhoramento convencional em regides de clima temperado, € uma
atividade que leva em torno de 15 a 20 anos (PIKE, 1986).

Entretanto, nas regides de clima tropical, como o Nordeste brasileiro, leva em
torno de quatro a oito anos, devido o ciclo para producdo de sementes ser reduzido
para um ano (FERREIRA, 2017). Contudo, cerca de 90% das sementes
comercializadas nas regides de clima temperado correpondem a hibridos (SHIGYO;
KIK, 2008), e no Brasil cerca de 75% da area plantada baseia-se na producao de
cebola de polinizagdo livre (OP) (COSTA; RESENDE e YURI, 2016). Na regiao do
Vale do Sao Francisco (VSF) sao cultivadas predominantemente cebola do tipo ‘baia’,
de bulbos amarelos ou roxos provenientes de OP.

Segundo Li et al (2008), a base genética da heterose ¢é atribuida a hipotese da
dominancia e a hipotese da sobredominancia. Ambas as hipdéteses foram
mencionadas pela primeira vez por Davenport (1908), e Shull (1908),
respectivamente. A teoria da dominancia atribui o vigor hibrido ou heterose, a
presenca de alelos dominantes, que inativam a funcionalidade dos alelos recessivos
deletérios ou neutros, contribuido por um dos pais (AQUAAH, 2012; LI et al, 2008).
Enquanto a teoria da sobredominancia atribui a heterose, a presencga de alelos em
heterozigose, assumindo que a heterozigose é a responsavel pela heterose.

A heterose pode ser estimada de trés formas: em relagéo a média dos parentais

(heterose média), a média do melhor parental (heterobeltiose), e em relagao a cultivar
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comercial padrao. Os resultados indicam aumento ou diminuigdo do vigor sobre um
melhor valor parental ou mediano (RAI; RAI, 2006).

Segundo Aquaah (2012), para caracteristicas como produtividade, é desejavel
a heterose positiva, enquanto para maturagdo precoce, sdo desejadas heteroses
negativas para os trés tipos de heteroses. Para Brown; Caligari e Campos (2014), a
heterose em relagdo ao melhor pai € positiva, quando a progénie da variedade
sintética (Syn-1) excede o desempenho do melhor pai, atribuindo essa superioridade

a presenca da sobredominancia.

Variedades sintéticas

Variedade sintética (VS) é uma populagdo de polinizagdo aberta mantida
isolada que foi derivada de cruzamento ao acaso de plantas endégamas, linhas ou
outros gendtipos produzidos por alguma selegcdo (SMITH, 2004). Para Poehlman e
Sleper (1995), VS é uma geragao avancada de mistura de sementes de linhagens,
clones, linhas endogamicas ou hibridos entre eles, propagadas por um limitado
nuamero de geragdes por polinizagdo aberta. Ainda segundo esses autores, as
linhagens, clones e linhas endogamicas sdo mantidas para permitir a reconstituigao
da variedade sintética a intervalos regulares.

Populagdes compostas ou simplesmente compostos diferem das variedades
sintéticas por serem resultantes do intercruzamento de varias populacdes de
polinizagdo aberta, em vez de linhas endogamicas, que nao séo reconstituidas a
certos intervalos (POEHLMAN; SLEPER, 1995; SMITH, 2004). As diferengas entre
compostos e variedades sintéticas sdo apresentadas resumidamente na Tabela 2.

A criagao de variedades sintéticas foi sugerida inicialmente por Hayes e Garber
(1919) para o melhoramento de milho. Segundo Kutka (2011) o cultivo de variedade
sintética de milho em regides dos tropicos proporcionou aos agricultores maior
rendimento, e baixo custo de sementes. Segundo Marquez-Sanchez (2008) e
Sahagun-Castellanos (1994) a producao da variedade sintética pode ser obtida na
primeira geragao de cruzamento aleatério.

O uso de variedades sintéticas permite a exploragdo parcial do vigor de
heterose, principal razdo da superioridade dos hibridos (ALLARD, 1971), pois
aumenta a heterozigosidade e a heterogeneidade da estrutura populacional,
resultando no aumento na estabilidade da produtividade (STELLING; EBMEYER e

LINK, 1994). Ferreira et al (1995) enfatizam que a heterose e a capacidade de
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combinagao dos pais dependem diretamente da diversidade genética entre eles, e a
chance de encontrar combinagdes promissoras € maior quando se utiliza materiais
mais divergentes. Segundo Geiger e Miedaner (1999), o cruzamento de linhagens nao
aparentadas exibe alta heterose para caracteristicas de desenvolvimento e
produtividade. Desse modo, as variedades resultantes desses cruzamentos seriam
tao produtivas quanto qualquer hibrido, e em contraste com o hibrido o produtor pode
reutilizar a semente colhida sem nenhuma perda de produtividade (MAGNAVACA;
PARENTONI, 1990).

Tabela 2. Comparacéao entre variedade sintética e variedade composta.

Variedade Sintética

Cruzando o numero de linhas em todas
as combinagdes que combinam bem
entre si.

Variedade Composta

Misturando as sementes de varias linhas
fenotipicamente excelentes por meio da
polinizacdo aberta para  produzir
cruzamentos em todas as combinagdes
entre as linhas.

Numero limitado de parentais envolvidos
(4-10).

Muitos parentais estao envolvidos.

E testado a Capacidade Geral de
Combinacao (CGC).

N&o é testado a Capacidade Geral de
Combinacao (CGC).

Custo menor que a variedade composta.

O custo da semente é menor que o
hibrido.

Mostra menos heterose que hibrido.

Mostra mais heterose do que sintética.

Pode ser reconstituida. N&o pode ser reconstituida.

Variedade de facil manutencéo Variedade de dificil manutencéo.

Previsédo de desempenho possivel. Ndo é  possivel de

desempenho.

previsao

Fonte: Singh (2014).

Segundo Smith (2004) as variedades sintéticas foram desenvolvidas para uso
em regides com baixo desenvolvimento econémico, onde ndo ha estrutura para a
produgcdo de sementes hibridas. Allard (1971) menciona que as vantagens de
desenvolver variedades sintéticas € o baixo custo na produgao de semente, e maior
capacidade de adaptagdao ao ambiente. Para Simo et al (2014), a heterose da VS é
gerada pelo cruzamento de individuos geneticamente contrastantes, e considerada
um fator importante de rendimento nas cultivares de OP e VS (BROWN; CALIGARI e

CAMPOS, 2014). Gendtipos inicialmente cruzados para produzir uma VS sao
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representados por geragao Syn-0, enquanto Syn-1 e Syn-2 representa sementes
produzidas pelo cruzamento de progenies Syn-0 e Syn-1, respectivamente (SMITH,
2004).

Especificamente para cebola, o desenvolvimento de hibridos envolve a
identificagcdo de linhas mantenedoras da esterilidade, linhas estéreis e uma linha
polinizadora, que requer um periodo em torno de oito anos (HAVEY, 2013), resultando
No maior prego para aquisicao das sementes hibridas. Por essa raz&o predomina no
nordeste o uso de sementes de cebola de polinizagao aberta, de menor custo, sendo
que apenas agricultores com maior poder aquisitivo utilizam dessa tecnologia
(SANTOS et al, 2010b; WELU, 2016). O desenvolvimento de variedades sintéticas de
cebola podera resultar em ganhos de produtividade, pela exploragao parcial da
heterose, considerando que as empresas publicas ndo desenvolveram a tecnologia
para producao de hibridos de cebola para o Brasil.

Estudo para avaliar a tolerancia da primeira geracao de variedade sintética de
Lolium arundinaceum a salinidade, foi realizado por Amini e Sadeghi (2017). Muraya;
Omolo e Ndirangu (2006) desenvolveram duas variedades sintéticas de Zea mays
com alta produg¢do. Em estudo com VS de milho, os resultados encontrados por Musa
e Farid (2018) indicaram que as variedades sintéticas de Z. mays tolerante ao
estresse hidrico apresentaram o maior e melhor potencial de rendimento.

Em A. cepa, segundo Galmarini (1994), os pioneiros em variedade sintética de
cebola foi José Crnko e Ciro Cavia, que deram inicio e a selecdo de variedades em
1948, utilizando populagdes locais de Valenciana. O resultado dessa selegao foi a
variedade sintética Valcatorce INTA (GALMARINI, 1994, 2000). Ainda segundo
Galmarini (2000), José Crnko e Ciro Cavia foram langadas as variedades sintéticas
Valenciana Synthetics 1 and 2 em 1958. A Valenciana Synthetic 14 e a Valenciana
Synthetic 15, em 1966 e 1970, respectivamente, por Crnko e Lona (CRNKO, 1998).
Dos langamentos, apenas as VS 1 e 14 de Valenciana foram utilizadas para posterior
reprodugao (GALMARINI, 2000).

O desenvolvimento de hibridos de cebola para a regido do Vale do Sao
Francisco através da producao de variedades sintéticas é realizada por meio da
exploragdo parcial do vigor de heterose a fim de se obter cebola com boas
caracteristicas de bulbo, com alta produtividade e adaptagdo as condigbes

edafoclimaticas nacionais.
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TAXA DE POLINIZACAO CRUZADA E HETEROZIGOSIDADE EM POPULACOES
DE CEBOLA TROPICAL

RESUMO

Estimativas da taxa de polinizacao sdo importantes para definicdo de estratégias de
conservacao genética e programas de melhoramento, sendo essas estimativas ainda
limitadas em cebola. O objetivo deste estudo foi estimar taxas de polinizacdo cruzada
através de marcadores morfolégico e molecular, e heterozigosidade em populacdes
de cebola tropical. Oito populacbes de cebola foram isoladas em campo, sob
polinizacdo aberta (OP) e com a presenca de insetos polinizadores. Para a analise
morfoldgica foi utilizado a cor do bulbo como marcador. Popula¢des de bulbo amarelo,
foram plantadas em linhas alternadas com populagbes de bulbo cor vermelha,
caracteristica dominante. A taxa de cruzamento foi estimada a partir da frequéncia de
bulbos de cor vermelha na progénie de bulbos amarelos. Quatro loci microssatélites,
AMS 03, ACM 004, ACM091 e ACM124, foram utilizados para estimar a taxa de
polinizacdo cruzada entre os cruzamentos BRS Alfa S&o Francisco x Vale Ouro IPA
11, Alfa Resistente ao thrips x BRS Alfa Sdo Francisco, BRS Rio Vale x Botucatu e
Cascuda T6 x Botucatu. Para a estimativa da heterozigosidade os dados foram
analisados pelo software PowerMarker V3.25. As taxas de cruzamento estimadas com
marcador morfolégico variaram de 15% a 39%, com média 28,2%, e com loci
microssatélites variaram de 33% a 71%, com média de 42,7%, indicando mistura de
polinizacdo cruzada e autopolinizagéo dentro de oito populac¢des tropicais de cebola.
Os valores médios de heterozigosidade em oito populacdes, variaram de 0,82 a 1,0,
indicando a possibilidade de desenvolver populacbes de cebola de polinizacao aberta
com maior poder de adaptacéo as adversidades bioticas e abioticas

Palavras-chave: Allium cepa. Microssatélites. Marcador Morfologico. Cruzamento.
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CROSS-POLLINATION RATE AND HETEROZYGOSITY IN TROPICAL ONION
POPULATIONS

ABSTRACT

Cross-pollination rate estimates are important on formulation of genetic conservation
strategies and breeding programs. However, information of such estimates for onion
are still limited. The objective of this study was to estimate cross-pollination rates
through morphological and molecular markers, and heterozygosity for tropical onion
populations. Eight onion populations were isolated in the field, under open pollination
(OP) and with the presence of pollinating insects. For morphological analysis the bulb
colour was used as marker. Populations of yellow bulb, were planted in alternate rows
with populations of red bulb, dominant trait. The crossing rate was estimated from the
frequency of red bulbs in the progeny of yellow bulbs. Four molecular microsatellite
markers AMS 03, ACM 004, ACM091 and ACM124 were applied to estimate the cross-
pollination rate between crosses: BRS Alfa Sao Francisco x Vale Ouro IPA 11; Alfa
resistant to thrips x BRS Alfa Sdo Francisco; BRS Rio Vale x Botucatu and Cascuda
T6 x Botucatu. Heterozygosity estimates were obtained using the software
PowerMarker V3.25. The crossing rate estimates based on bulb colour ranged from
15% to 39%, with an average of 28.2%, and with SSR loci ranged from 33% to 71%,
with an average of 42.7%, indicating a misture of cross pollination and selfing within
eigth tropical onion population. The mean values of heterozygosity in eight populations
ranged from 0.82 to 1.0, indicating a possibility to develop open-pollinated onion
populations with greater adaptation to biotic and abiotic adversities.

Key words: Allium cepa. Microsatellites. Morphological marker. Crossing.
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INTRODUCAO

A cebola (Allium cepa L.) é considerada um dos vegetais de maior importancia
econdbmica mundial, com produgao de 97.862.931 toneladas em 2017 (FAO, 2019;
GALMARINI, 2018). A China e a Iindia sdo os maiores produtores com,
aproximadamente, 48% da producdo mundial de cebola. O Brasil ocupa a décima-
segunda posicdo (FAO, 2019), com uma producdo de 1.719.412 toneladas,
representando 1,8% da produgéo mundial e 40% da producdo da América do Sul. Na
regido Nordeste a atividade concentra-se nos estados da Bahia e Pernambuco, que
juntos respondem por quase 21% da producg&o nacional (IBGE, 2018).

O cultivo de cebola no Nordeste brasileiro é realizado predominantemente com
cultivares de dia curto (DC), com aproximadamente 12 h de luz para a formacao do
bulbo e adaptadas as baixas latitudes, sendo assim, denominada de cebola tropical.
A cebola € uma planta fisiologicamente de dia longo, com cerca de 16h de luz,
caracteristica de regides de clima temperado (BREWSTER; RABINOWITCH, 1990;
CURRAH, 2002; LEE et al, 2013).

A A.cepa é conhecida apenas como espécie cultivada e provavelmente tenha
se originado na Asia Central, na regido que compreende o Afeganistdo, Ird e
Turcomenistdo (HAVEY, 1995). A cebola é uma espécie herbacea, com ciclo de vida
bienal e inflorescéncias com flores hermafroditas e dicogamia protandrica (OLIVEIRA
et al, 2015). A protandria € caracterizada pela liberacdo do polen pelas anteras, antes
gue o estigma esteja receptivo, favorecendo a polinizagao cruzada (DEVI et al, 2015;
MULLER, 1883). Os principais polinizadores da A. cepa sao as abelhas (Apis
mellifera) e moscas (Musca domestica) (MANFRON; GARCIA e ANDRIOLO, 1992).
O sistema floral da A. cepa favorece o cruzamento, embora sejam perfeitamente
capazes de se autopolinizar (BREWSTER; RABINOWITCH, 1990; BREWSTER,
2008).

A cebola é uma espécie que apresenta diferentes caracteristicas na coloragéo,
forma e tamanho do bulbo. A alta variabilidade existente nas caracteristicas
morfologicas esta relacionada com a alta taxa de polinizagao cruzada (MOHAPATRA
et al, 2017; COSTA; CANDEIA e ARAUJO, 1999). A polinizagdo cruzada ou aberta
(OP) eleva o nivel de heterozigosidade, e a recombinagao entre alelos favoraveis gera
novos genotipos potencialmente adaptados (ALLARD, 1999; MURAYA, 2011).
Segundo Facanali et al (2009) a fecundacdo cruzada, além de possibilitar a

manutencdo da variabilidade genética também pode elevar o vigor hibrido das
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espécies, devido a ocorréncia de novas combinagfes alélicas, codificadoras de
caracteres de interesse, como maturacéo precoce e aumento de producéo.

Parte da estrutura genética das populagdes é determinada pelo sistema de
acasalamento, associado aos mecanismos de dispersdo do polen e da semente,
sendo importante para o estabelecimento de estratégias que visem a conservagéao de
qualquer espécie (FREITAS et al, 2004; SANTOS; LIMA NETO, 2011). Apesar de sua
importancia, estudos sobre taxa de polinizagdo em cebola sdo escassos e limitados.
Currah e Ockendon (1983); Van Der Meer e Van Bennekom (1968,1972) estimaram a
taxa de cruzamento entre variedades de cebola com bulbo de cor amarela” e de cor
“vermelha”, utilizando a coloracao do bulbo como marcador genético. Para Santos et
al (2012) a confirmacgao de cruzamentos em populagdes de polinizagao cruzada pode
ser baseada considerando caracteres morfoldgicos, bem como marcadores de DNA.

Os microssatélites (SSR) chamados ‘simple sequence repeat’ tém sido
empregado com sucesso para estimar as taxas de cruzamento em Mangifera indica
(SANTOS; LIMA NETO, 2011), Cocos nucifera (RAJESH et al, 2014), Sesamum
indicum (GEBREMICHAEL, 2017) e Passiflora alata (FERREIRA et al, 2010). No
entanto, estudos sobre a estimativa da taxa de cruzamento em cebola usando
marcador molecular sdo escassos. Sendo mais comum na literatura a utilizacdo de
marcador morfélogico.

Segundo Currah (2002) as populagdes de polinizagao cruzada apresentam alta
heterozigosidade. De acordo com Jayaswall et al (2019) os SSRs, podem ser
aplicados na estimativa da heterozigosidade. Para Weir (1996), heterozigosidade é
uma medida da variagdo genética de uma populagcao, sendo estimada a partir do
namero de individuos heterozigotos presentes em uma populagcdo e da
heterozigosidade do marcador genético (BUTLER, 2015). Segundo Currah e Proctor
(1990) altos niveis de heterozigosidade dentro das populagdes de cebolas favorecem
maior vigor e, portanto, maior rendimento em populagdes de polinizagao aberta.

Estimativas de heterozigosidade em cebola utilizando SSR foram realizadas
por Karic¢ et al (2018), Abdou et al (2016) e Simé et al (2013), reportando valores de
0,40, 0,45 e 0,50 respectivamente. Simo et al (2013) reportaram esses valores ao fato
das populagdes compartilharem grande parte do mesmo background genético. Em
cebola tropical a estimativa da heterozigosidade foi reportada por Jayaswall et al

(2019) e Santos et al (2010), com valores de 0,57 e 0,58, respectivamente.
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Os objetivos do presente estudo foram estimar a taxa de polinizagédo cruzada e
heterozigosidade usando marcador morfolégico e/ou microssatélites em populagdes

de cebola tropical.

MATERIAL E METODOS

Materiais Vegetais

Foram utilizados sementes de onze gendtipos parentais de cebola (Tabela 3)
do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa-Semiarido, Petrolina, PE- Brasil.
Os experimentos foram realizados em areas do Campo Experimental de Bebedouro,
pertencente a Embrapa Semiarido, localizado em Petrolina-PE. Para os cruzamentos
adotaram-se ruas alternadas dos parentais. O espacamento adotado foi de 1,0 m x
0,5 m, com um bulbo/cova (SANTOS; MENEZES e ARAUJO, 1995). Cada
cruzamento foi isolado, considerando-se distancia minima de 600 m, para evitar
contaminagdes. Durante o experimento nao foi realizada nenhuma pulverizagdo com
inseticidas, para garantir a presenca de agentes polinizadores. As sementes
produzidas nas plantas do parental feminino foram armazenadas, separadamente, em

camara fria para o estabelecimento de progénies individuais.

Tabela 3. Identificacdo (Id) e cor dos bulbos dos gendtipos usados para formacao de
populacdes de cebola.

Genatipos Cor do Bulbo
BRS Alfa Sdo Francisco Amarelo
Vale Ouro IPA 11 Amarelo
Alfa SF Resistente ao Thrips (RT) Amarelo
BRS Carrancas Roxo
BRS Rio Vale Amarelo
Botucatu Amarelo
Cascuda T6 Amarelo
Cascuda T7 Amarelo
IPA 10 Roxo
IPA 11 Amarelo
BRS Alfa Sdo Francisco Amarelo

Para a geracao e avaliacao de progénies (F1) foram utilizadas as sementes dos
progenitores femininos. Foram semeadas até 3,5 g de sementes em bandejas de
poliestireno contendo substrato preto, até atingirem o estagio adequado para o
transplante. As bandejas foram colocadas em casa de vegetacdo, sendo irrigadas

diariamente por microaspersdo. Apos 35 dias foram transplantadas para canteiros
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com dimensdes de 1,5 m de largura com distancia entre linhas de 0,12 m e 0,08 m
entre plantas. O manejo de irrigagao e tratos culturais foram os mesmos adotados

para producgao de cebola na regido (FERREIRA et al, 2017).

Extracao, Purificacdo e Quantificacdo de DNA

Foram coletadas folhas jovens dos parentais durante o periodo de crescimento
para producdo de sementes, e das progénies durante o crescimento para producao
dos bulbos. As folhas foram preservadas em freezer a -80 °C até a extracdo e analise
do DNA no Laboratério de Genética da Embrapa Semiérido.

O DNA total foi extraido das progénies e de amostras foliares de sete plantas,
para constituir um ‘bulk’ de cada parental (Tabela 3), no periodo de 30-40 dias apés a
semeadura. O protocolo para extragdo do DNA foi o CTAB 2x (DOYLE; DOYLE, 1990),
modificado para 10.500 e 12.500 rpm na primeira e na segunda centrifugagao,
respectivamente; beta-mercaptoetanol a 2%, incubacao a 60 °C durante 30 min para
todas as amostras. A concentragao do DNA extraido de cada amostra foi determinada
através de leituras diretas no equipamento Multiskan Spectrophotometer (Thermo
Scientific) em razées de absorbéancia de 260/280 nm. A qualidade do DNA foi
verificada em gel de agarose 0,8%, seguido da diluigdo do DNA genémico para 30 ng
V]

igu.l ‘ dp an frl Ibrsega o alelo para bulbo vermelho
em progénie de BRS Rio Vale x BRS Carrancas.

Analise morfoldgica e molecular com loci SSRs

Para a confirmagao do cruzamento entre plantas, utilizou-se como marcador
genético a coloragdo do bulbo (Figura 2). A cor roxa € controlada por um alelo
dominante, e o amarelo por alelos recessivos (CLARKE; JONES e LITTLE, 1944),
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sendo possivel a facil identificacdo de plantas hibridas dentro da progénie de bulbo
amarelo.

Para detectar loci polimorficos foi feito um screening nos parentais, usando 50
marcadores SSRs: 30 publicados por Fischer e Bachmann (2000), e 20 por Jakse et
al (2005). Dos 50 iniciadores SSRs, oito apresentaram polimorfismos, selecionando-
se quatro (Tabela 4). Dos quatros, trés apresentaram configuracdo necesséria para
identificar o alelo paterno nas progénies, de modo a tornar possivel a identificacdo do
cruzamento, e um, o AMS 03 apresentou a situacao ideal de homozigose em um
parental e alelos em heterozigose na progénie.

Tabela 4. Loci SSRs selecionados para avaliagcdo de hibridismo em quatro populagcdes
de cebola.
SSR Sequéncia do locus

AMS 032 TAACCCTAGGATGAGTTGAG/ GGATTTCCTCTTGAGATGA

ACM 004> TCGTTCTTTAGAACACGTTAGGAA/ TGTCGGCGGATATAGTGACA
ACM 006° GCAGTTCTCCCTTTGTAAAATCA/ GTGATGGATGAGTGGATGGA
ACM 091P TCTCCTCCTCTAACCAGCCA/ GGTGCTCCAGTTGAGCTTTC

2 Microssatélites desenvolvidos por Fischer e Bachmann (2000); ® Microssatélites desenvolvidos por
Jakse et al (2005).

A reacao de PCR descrita por Fischer e Bachmann (2000), foi realizada para
um volume final de 20 L, que continha 30 ng de DNA gendmico, 1x de tampao para
PCR; 2.0 mM de MgCI2; 0,22 mM de cada dNTP; 0,53 uM de cada iniciador; 0,4
unidades da enzima Taq DNA Polimerase. A programacao do termociclador para as
amplificacfes consistiu de desnaturacéo inicial a 94 °C por 2 min, 94° por 40s, 58 °C
por 45s, 72 °C por 60s, seguido de 34 ciclos, e uma etapa de extensao final a 72 °C
por 5 min. A reacdo de amplificacdo de PCR descrita por Jakse et al (2005) foi
realizada para um volume final de 15 uL, que continha 30 ng de DNA genémico, 1x de
tampéo para PCR; 2 mM de MgCI2; 0,2 mM de cada dNTP; 0,4 uM de cada iniciador;
0,4 unidades da enzima Taq DNA Polimerase. A programacdo do PCR foi:
desnaturacao inicial a 95 °C por 4 min, 95° por 30s, 58 °C por 45s, 72 °C por 60s,
seguido de 28 ciclos, e uma etapa de extensao final a 72 °C por 8 min.

Apoés a amplificacdo as reacdes de PCR foram aquecidas durante 3 min a 94
°C na presenca de tampao desnaturante formamida, e em seguida foram colocadas
imediatamente no gelo antes da aplicacdo no gel de poliacrilamida. Os géis foram
corados com nitrato de prata conforme Creste; Tulmann Neto e Figueira (2001).



47

Plantas hibridas nas populagdes BRS Alfa Sao Francisco x Vale Ouro IPA 11,
Alfa RT x BRS Alfa Sao Francisco, BRS Rio Vale x Botucatu e Cascuda T6 x Botucatu
foram confirmadas mediante a presenga de fragmentos de DNA tendo como origem
alelos do progenitor masculino (KYALIGONZA et al, 2014).

Anadlises estatisticas

A determinacgéo do percentual da taxa de cruzamento foi baseada no método
descrito por Jain (1979), e Kumar e Patra (2010): relagdo do numero de heterozigotos
(a) sobre o numero de individuos heterozigotos(a) mais o numero de homozigoto
recessivo (b). Aformula expressa é T (%) = (a/ a+b)*100.

Os loci AMS 03, ACM 004 e 006 foram usados para analisar progénies de BRS
Rio Vale x Botucatu, enquanto o locus ACM 004 na populacéo BRS Alfa Sao Francisco
x Vale Ouro IPA 11, o locus ACM 006 na populacdo Cascuda T6 x Botucatu e o locus
ACM 091 na populacdo Alfa RT x BRS Alfa Sdo Francisco. As plantas hibridas foram
identificadas quando identificado a presenca do alelo de origem do progenitor
masculino, como discutido por Nadeem et al (2014).

A heterozigosidade foi estimada como descrito por Weir (1996): a
heterozigosidade representa a frequéncia de heterozigotos observados em uma
populacdo ou amostra em todos os loci analisados, calculada sobre todos os loci. Para

essa analise foi utilizado o software PowerMarker (LIU; MUSE, 2005).

RESULTADOS
Taxa de polinizagédo cruzada com base na cor do bulbo

Quatro cruzamentos tiveram seus hibridos identificados por contagem direta de
bulbos de cor vermelha entre bulbos de cor amarela originarios da planta materna de
bulbo amarelo. Foram identificadas 40, 155, 38 e 44 plantas de bulbos vermelhos nos
cruzamentos BRS Rio Vale x BRS Carrancas, Botucatu x BRS Carrancas, IPA 11 x
IPA 10 e BRS Alfa S&o Francisco x IPA 10, respectivamente, resultando nas
estimativas de polinizacéo cruzada de 15%, 39%, 37% e 22% (Tabela 5), com média
de 28,25% nos cruzamentos de polinizagdo aberta avaliados. As maiores taxas foram
observadas entre os cruzamentos de Botucatu x BRS Carrancas e de IPA 11 x IPA

10, 39% e 37%, respectivamente.
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Tabela 5. Estimativa de taxa de polinizagdo cruzada em popula¢gdes de cebola com
base em locus SSR e cor do bulbo.

Marcador Cruzamento Loci NTI NH Polinizacao
0

SSR BRS Alfa Sao Francisco x IPA 11 04P 54 22 (4/5)
SSR Alfa RT x Alfa Sdo Francisco 091° 55 18 33
SSR BRS Rio Vale x Botucatu 032, 04°, 06° 55 39 71
SSR Cascuda T6 x Botucatu 06° 52 14 27

Cor do bulbo BRS Rio Vale x BRS Carrancas - 267 40 15

Cor do bulbo Botucatu x BRS Carrancas - 399 155 39

Cor do bulbo IPA 11 x IPA 10 - 101 38 37

Cor do bulbo BRS Alfa S. Francisco x IPA10 - 199 44 22

2 Microssatélites desenvolvidos por Fischer e Bachmann (2000);  Microssatélites desenvolvidos por
Jakse et al (2005). NTI- Numero Total de Individuos, NTH- Nimero de Hibridos.
Taxa de polinizagdo cruzada com base na analise de loci microssatélites

Plantas hibridas foram identificadas nos quatros cruzamentos pela presenca do
alelo proveniente do progenitor masculino (Figuras 3 e 4). Foram identificadas 22, 18,
39 e 14 plantas hibridas nos cruzamentos BRS Alfa Sao Francisco x Vale Ouro IPA
11, Alfa Resistente ao thrips (RT) x BRS Alfa Sdo Francisco, BRS Rio Vale x Botucatu
e Cascuda T6 x Botucatu, respectivamente, resultando nas estimativas de polinizacao
cruzada de 40%, 33%, 71% e 27% (Tabela 5), e média de 42,75% nos cruzamentos
de polinizagéo aberta avaliados.

A maior taxa de polinizagéo cruzada foi observada na populacdo BRS Rio Vale
X Botucatu, avaliada com trés loci microssatélites, desses apenas o AMS 03
apresentou a situacao ideal de homozigose em um parental e alelos em heterozigose
na progénie, as demais populacdes foram avaliadas por apenas um locus SSR
(Tabela 5).
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Figura 3. O padrao alélico dos loci AMS 03, ACM 004 e ACM 006 na BRS Rio
Vale, Botucatu e 55 progénies BRS Rio Vale (P1) x Botucatu (P2). H=planta
hibrida, P1= progenitor feminino, P2= progenitor masculino. O branco foi utilizado
como teste de pureza.

Figura 4. O padréo alélico dos loci ACM 004, ACM 006 e ACM 091 na BRS Alfa Séao
Francisco (P1) x Vale Ouro IPA 11 (P2), Cascuda T6 (P1) x Botucatu (P2) e Alfa RT
(P1) x BRS Alfa Séao Francisco (P2) e 54, 53 e 55 progénies F1, respectivamente.
Sendo, P1= progenitor feminino, P2= progenitor masculino e H= planta hibrida.

Estimativas de heterozigosidade em loci microssatélites, populacbes e
progénies de cebola

Dos 50 pares de iniciadores SSR utilizados no screening de oito parentais, 28
apresentaram ‘amplicons’ de facil identificagdo. Desses 28, dez pares SSRs (35,7%)
foram monomodrficos, e 18 (64,3%) apresentaram polimorfismo nos parentais (Tabela
6). O valor médio da heterozigosidade (H) dos 28 loci SSRs foi de 0,87. Os valores
variaram de 0,37 a 1,0, sendo que os menores valores de H, 0,37, foram observados
nos loci ACM 138 e ACM 152. Os loci ACM 169, ACM 078, ACM 134, ACM 045, AMS
03 e ACM 068 apresentaram H<1, respectivamente. Os demais loci apresentaram
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H=1 (Tabela 6). As oito populacdes de cebola apresentaram alta heterozigosidade

variando de 0,82 a 1,0, sendo que as maiores heterozigosidades foram observadas

na BRS Alfa S&do Francisco e Alfa RT e a menor na cascuda T7 (Tabela 6).

Foram observadas completa heterozigosidade nas progénies dos cruzamentos
entre BRS Alfa S&o Francisco x Vale Ouro IPA 11, BRS Rio Vale x Botucatu e Cascuda

T6 x Botucatu, enquanto as progénies do cruzamento Alfa Resistente ao thrips x BRS

Alfa S&o Francisco apresentou heterozigosidade de 0,50 (Tabela 7).

Tabela 6. Padréo alélico e heterozigosidade em loci (HL) e populacdes (HP) de cebola
tropical, tendo como referéncia 28 marcadores SSR.

SSRs BRS AlfaSdo IPA 11 AlfaRT BRSRIio BRS Botucatu Cascuda Cascuda HL
Francisco Vale Carrancas T°6 T7
AMS 03 537/524 524/487 524/487 524/524 524/524 537/524 537/524 537/524 0,75
AMS 04 544/530 544/530 544/530 544/530 544/530 544/530 544/530 544/530 1,0
AMS 08 460/450 460/450 460/450 460/450 460/450 460/450 460/450 460/450 1,0
AMS 10 231/223 231/223 231/223 231/223 231/223 231/223 231/223 231/223 1,0
AMS 12 7371707 737/707 737/707 737/707 737/707 737/707  737/707 737/707 1,0
AMS 14 364/349 364/349 364/349 364/349 364/349 364/349 364/349 364/349 1,0
AMS 17 507/495 507/495 507/495 507/495 507/495 507/495 507/495 507/495 1,0
AMS 20 611/597 611/597 611/597 611/597 611/597 611/597 611/597 611/597 1,0
AMS 21 611/597 611/597 611/597 611/597 611/597 611/597 611/597 611/597 1,0
AMS 22 358/350 358/350 358/350 358/350 358/350 358/350 358/350 358/350 1,0
ACM 04 606/589 651/632 606/589 632/589 606/589 632/606 632/606 632/606 1,0
ACM 006 539/525 576/553 539/525 576/553 576/553 553/539 539/525 539/525 1,0
ACM 024 286/273 273/261 273/261 286/273 273/261 286/273 286/273 286/273 1,0
ACM 045 7971772 7971772 797/772 797/772 7971772 797/797  797/797 797/797 0,62
ACM 068 916/883 916/883 916/883 916/883 883/883 916/883 916/883 916/883 0,87
ACM 071 328/321 328/321 328/321 335/328 335/328 328/321 328/321 328/321 1,0
ACM 078 952/952 952/952 952/952 952/899 952/952 952/899 952/899 952/899 0,50
ACM 091 433/412 433/412 412/394 433/412 412/394 433/412 433/412 433/412 1,0
ACM 101 586/570 586/570 586/570 570/563 570/563 570/563 570/563 570/563 1,0
ACM 102 314/311 314/311 314/311 314/311 314/311 314/311 314/311 314/311 1,0
ACM 119 648/639 695/685 648/639 648/639 648/639 648/639 648/639 648/639 1,0
ACM 124 555/541 555/541 555/541 555/541 555/541 555/541 555/541 555/541 1,0
ACM 132 506/485 506/485 506/485 506/485 527/485 506/485 506/485 506/485 1,0
ACM 134 390/384 422/384 405/384 405/384 422/415 405/405 405/405 405/405 0,62
ACM 138 616/543 543/543 568/543 543/543 568/543 543/543 543/543 543/543 0,37
ACM 152 596/577 577/577 596/577 596/577 577/577 577/577 577/577 577/577 0,37
ACM 169 692/671 692/692 692/671 739/692 739/739 692/692 739/692 692/692 0,50
ACM 187 547/532 547/532 547/532 547/532 547/532 547/532 547/532 547/532 1,0
HP 0,96 08 096 0,93 0,82 0,82 086 082 0,87

0,88
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Tabela 7. Heterozigosidade (H) em quatro populagcdes de cebola com base em loci
SSRs

Populacao Locus SSR H

BRS Alfa Sao Francisco x Vale Ouro IPA 11 AMS 03 1,00
Alfa RT x BRS Alfa Sao Francisco ACM 004 0,50
Cascuda T6 x Botucatu ACM 006 1,00
BRS Rio Vale x Botucatu AMS 03 0,93
BRS Rio Vale x Botucatu ACM 004 1,00
BRS Rio Vale x Botucatu ACMO06 1,00

DISCUSSAO

Os valores encontrados para as oito populacdes avaliadas com marcadores
morfolégicos e loci de SSRs variaram de 15 a 39%, e de 27 a 71%, respectivamente.
Esses valores estdo préoximos dos valores reportados por Currah e Ockendon (1983),
e Van Der Meer e Van Bennekom (1972), que reportaram valores variando de 23 a
56% e de 29 a 56%, em experimentos conduzidos em campo aberto na Holanda,
tendo a cor do bulbo vermelho como marcador fenotipico na populacéo de cebola de
bulbo amarelo Rijnsburger. De acordo com Currah e Ockendon (1978), as baixas
taxas de polinizacdo cruzada podem estar associadas a falta de sincronia no periodo
de floragéo das plantas ou mesmo auséncia em abundéncia dos insetos polinizadores

As médias das estimativas com loci de SSRs, 42,7%, foram superiores as
medias com marcador fenotipico para cor do bulbo, 28,2%. As médias com as
estimativas com loci de SSRs foram impactadas pela alta taxa de polinizacdo
estimada na populacdo BRS Rio Vale x Botucatu, avaliada com trés loci de SSRs.
Para Allard (1999) e Brown; Barrett e Moran (1985), estimativas multilocus séo mais
precisas do que estimativas obtidas com Unico marcador molecular ou isoenzimatico.

Deve ser ressaltado de que antes da aplicagdo dos marcadores isoenzimaticos
para estimativas de taxas de cruzamentos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), os
estudos eram realizados com marcadores fenotipicos, como cor da flor, cor do bulbo,
cor do talo, entre outros, todos de heranca simples ou unilocus. Santos; Menezes e
Araujo (1995); Tedfilo, Mamede e Sombra (1999) reportaram taxa de polinizacao
unilocus para guandu e feijao-caupi, respectivamente, aplicando marcador fenotipico
em homozigose. No presente estudo os parentais utilizados eram homozigotos para
o locus cor do bulbo, pois ndo foram identificados bulbos de diferentes cores em

multiplicagdo de sementes.
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Allium cepa é conhecida como uma espécie de polinizacdo cruzada (JO et al,
2017), no entanto a mesma apresenta também flores hermafroditas e masculinas em
uma mesma inflorescéncia. Segundo Currah (1990) as anteras de flores individuais
amadurecem e perdem seu polen antes que o0s estigmas sejam totalmente receptivos,
fendmeno conhecido protandria. No entanto, para Brewster (2008), estas plantas sao
perfeitamente capazes de se autopolinizarem. Dessa forma pode-se deduzir que as
baixas taxas estimadas no presente estudo estdo de acordo com as caracteristicas
florais da espécie, que de certa forma favorece a autopolinizacdo. Ainda, segundo
Witter e Blochtein (2003) a deficiéncia de polinizagdo tem sido apontada como uma
das causas da baixa producdo de sementes na cultura da cebola.

O baixo numero de microssatélites usados na estimativa da polinizacéao
cruzada para este trabalho esta associado a baixa diversidade alélica dos parentais
(Tabela 6) e na auséncia da condicdo ideal e necessaria, como parentais homozigotos
em recessividade e dominancia ou mesmo na situacdo de retrocruzamento:
homozigoto na populacdo materna e heterozigoto na paterna. Santos e Lima Neto
(2011), adotaram essa estratégia de condi¢do necessaria para estimarem a taxa de
polinizagdo cruzada em mangueira.

A heterozigosidade das progénies foi alta, variando de 0,93 a 1,0, exceto para
progénies do cruzamento Alfa Resistente ao thrips x BRS Alfa Sdo Francisco, de 0,50.
Os parentais das progénies BRS Alfa Sao Francisco x IPA 11, Cascuda T6 x Botucatu
e BRS Rio Vale x Botucatu séo de diferentes origens e programas de melhoramento,
explicando a alta heterozigosidade. Alfa Resistente ao thrips foi originaria de selecao
recorrente da BRS Alfa Sao Francisco (ALENCAR; SANTOS e YURI, 2011), que pode
explicar a baixa heterozigosidade do cruzamento Alfa Resistente ao thrips x BRS Alfa
Sao Francisco, de 0,50. Valores reportados por Simé et al (2013), sugerem que o valor
de heterozigosidade em torno de 50% ocorre em populagdes predominantemente
alégama.

Simo et al (2013) reportaram heterozigosidade variando de 0,15 a 0,66 em
populacdes de cebola espanhola, valores esses inferiores aos estimados no presente
estudo. Ainda segundo Simé et al (2013), alta heterozigosidade pode ser explorada
no desenvolvimento de hibridos, explorando o vigor de heterose. Outro impacto da
alta heterozigosidade é no desenvolvimento de popula¢gdes de polinizagdo aberta

(OP), pois a presenca da alta frequéncia de heterozigotos intra populacional pode
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funcionar como tamponamento as adversidades bioticas e abiéticas, conferindo maior

poder de adaptacdo as OPs.

Estimativas da taxa de polinizagdo cruzada e de heterozigosidade, com base

na contagem direta de alelos de locus SSR, é apresentada de forma inédita em quatro

populagdes de cebola tropical. Essas informagOes serdo importantes para orientar

estudos de melhoramento de cebola, como o desenvolvimento de hibridos, variedades

sintéticas e OPs dessa importante hortalica para o nordeste brasileiro.

CONCLUSOES

As estimativas das taxas de polinizagcdo cruzada com base no marcador
fenotipico cor do bulbo variou de 15% a 39%, com média 28,2%, enquanto as
estimativas com loci SSRs variaram de 33% a 71%, com média de 42,7%,
indicando mistura de polinizacdo cruzada e autopolinizagdo dentro de oito
populacdes tropicais de cebola;

As estimativas das heterozigosidades em oito populagdes de cebola variaram
0,82 a 1,0, sugerindo o desenvolvimento de populagdes de polinizagado aberta
(OP) com grande potencial produtivo.

Os loci SSRs AMS 03, ACM 004, ACM 006 e ACM091 sao indicados para
identificacdo de hibridos resultantes de polinizagdo natural ou artificial nos
cruzamentos BRS Alfa Sdo Francisco x Vale Ouro IPA 11, Alfa Resistente ao
Thrips x BRS Alfa S&o Francisco, BRS Rio Vale x Botucatu e Cascuda T6 x

Botucatu.
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AVALIACAO DE VARIEDADES SINTETICAS SYN-0 E DE POPULACOES DE
CEBOLA TROPICAL

RESUMO

Variedades sintéticas (VS) podem ser uma alternativa ao desenvolvimento de hibridos
de cebola, devido as limitagfes tecnoldgicas ou socio econdmicas. Os objetivos do
presente estudo foram desenvolver e estimar a heterose em VS Syn 0 de cebola
tropical como alternativa ao desenvolvimento de hibridos no nordeste brasileiro. Seis
VS, oito populacdes de polinizagao aberta e um hibrido comercial foram avaliados em
delineamento experimental de blocos casualizados, com tres repeticdes, em duas
diferentes épocas. Foram avaliados a produgéo total (PTB) e comercial de bulbos
(PBC) e o ciclo de maturacdo. Heterose média, heterobeltiose e heterose padrdo
foram estimadas para a producdo de bulbos. Foram observados diferengas
significativas para as cultivares e para cultivar*época para as trés variaveis
analisadas. O hibrido comercial e Alfa RT apresentaram as maiores médias para PTB
e PBC, 72,8 e 73,9 t/ha™!, respectivamente, enquanto a VS Cascuda T6 x Botucatu e
a cultivar Cascuda T6 obtiveram as menores produtividades. Para maturacao, as
cultivares de maior precocidade foram a Alfa RT, no primeiro semestre e Vale Ouro
IPA11 no segundo. A heterose média para producédo de bulbo comercial das VS foi
negativa no primeiro semestre, e positiva em quatro VS no segundo. O valor da
heterobeltiose para PBC das VS foi negativa no primeiro semestre, e positiva em trés
VS, no segundo semestre. A heterose padrdo apresentou valor negativo para todas
as VSs, tanto para PTB como para PBC, exceto para VS Alfa Rt x BRS Alfa Sao
Francisco no primeiro semestre. Esses dados indicam limitagbes no desenvolvimento
de VS Syn 0 como alternativa para a adoc¢ao de hibridos de cebola.

Palavras-chave: Allium cepa. Heterose. Heterobeltiose. Heterose padréao.
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EVALUATION OF SYN-0 SYNTHETIC VARIETIES OF TROPICAL ONION
POPULATIONS

ABSTRACT

Synthetic Varieties (SV) may be an alternative to the development of onion hybrids due
to technological or socioeconomic limitations. The objectives of the present study were
to develop and estimate the heterosis in VS Syn 0 of tropical onion as an alternative
to the development of hybrids in the Brazilian northeast. Six SV, eight open pollinated
populations and one commercial hybrid were evaluated in a randomized complete
block design with three replicates at two different times. Total bulb yield (PTB),
commercial bulb yield (PBC) and the maturation cycle were evaluated. Mean heterose,
heterobeltiose and standard heterosis were estimated for the bulb yields. Significant
differences were observed for cultivars and for cultivar*time for the three variables
analyzed. The commercial hybrid and Alfa RT presented the highest averages for PTB
and PBC, 72.8 and 73.9t/ ha™, respectively, while VS Cascuda T6 x Botucatu and the
cultivar Cascuda T6 obteined the lowest productivities. For maturation, the highest
precocity cultivars were Alfa RT, in the first semester and Vale Ouro IPA11 in the
second semester. The mean heterosis for VS commercial bulb yield was negative in
the first semester and positive in four VS in the second semester. The value of
heterobeltiosis for PBC was negative in the first semester and positive in three VS in
the second semester. Standard heterosis presented negative value for all VSs, both
for PTB and PBC, except for VS Alfa Rt x BRS Alfa Sdo Francisco in the first semester.
These data indicate limitations in the development of VS Syn 0 as an alternative for
the adoption of onion hybrids.

Keywords: Allium cepa. Heterosis. Heterobeltiose. Standard heterosis.
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INTRODUCAO

A cebola (Allium cepa L) é uma das plantas cultivadas que possui uma ampla
distribuicdo no mundo e excelente potencial produtivo e econdmico, sendo a terceira
hortalica em importancia econdmica no mundo e a terceira mais produzida no Brasil.
(SANTOS et al 2015). No ano de 2017 a safra brasileira de cebola foi de 1.719.412
toneladas, em 58.001 hectares de area plantada, proporcionando uma produtividade
média de 29,6 t/ha! (IBGE, 2017). O cultivo concentra-se nas regides Sul, Sudeste,
Centro-Oeste e Nordeste. Na regido Nordeste, os maiores produtores sédo os estados
de Pernambuco e Bahia que alcangcaram uma produtividade média de 22,4 e 29,9 t/ha
1, respectivamente (IBGE, 2017).

Para Santos et al (2015) essa produtividade média por hectare ainda € baixa,
devido grande parte do Nordeste, em contraste com outras regides brasileiras que
fazem amplo uso de hibridos, utilizar cultivares de polinizacdo aberta (OPs), que
proporcionam menor rendimento. De acordo com Santos et al (2010) as razdes para
0 uso de cultivares de polinizacdo aberta na regido do Vale do S&o Francisco (VSF)
€ o0 custo elevado das sementes hibridas, susceptibilidade de alguns hibridos ao
patdgeno Colletotrichum gloeosporioides e a dificuldade de desenvolver hibridos
tropicais adaptados as condi¢cfes edafoclimaticas da regido semiérida.

A manifestacdo da heterose presente nos hibridos pode ser observada na
planta em varias caracteristicas, como na produtividade, no tamanho do fruto e na
precocidade (SINGH et al, 2017). Faria et al (2012), estudando o desempenho
agrondmico e heterose de gendtipos de cebola reportaram que para o
desenvolvimento de cultivares de OP equivalentes aos hibridos é necesséario a
selecdo de acessos adaptados e produtivos, para producéo de variedades superiores
na regido. Segundo Ferreira (2017) o desenvolvimento de hibridos em regides de
clima tropical, como o Nordeste brasileiro, € de quatro a oito anos.

Uma alternativa ao desenvolvimento de hibridos de cebola para a regidao do
VSF, é o desenvolvimento de variedades sintéticas (VS), que possibilita a exploracéo
parcial do vigor de heterose. De acordo com Smith (2004), uma variedade sintética €
desenvolvida a partir do cruzamento de linhas endogamicas ou genétipos produzidos
por alguma selecdo. De acordo com Poehiman e Sleper (1995), a variedade sintética
€ considerada uma geracdo avancada, desenvolvida com um nuamero limitados de
parentais, e propagadas por um limitado numero de gerac8es por polinizacdo aberta.

Segundo Brown; Caligari e Campos (2014) a VS é denominada de acordo com o
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nuamero de geracdes de polinizacdo aberta que foram cultivadas, sendo que a primeira
geracdo de uma variedade sintética, resultante do cruzamento de parentais, é
denominada Syn-0.

As variedades sintéticas sdo recomendadas para regides onde a produgéo de
variedades hibridas n&o sao viaveis por razdes econOmicas ou tecnoldgicas
(RANGANATHA et al, 2016). Allard (1971) ressalta que além das vantagens de
desenvolver variedades sintéticas com baixo custo na produgao de semente, essas
apresentam maior capacidade de adaptacdo ao ambiente.

Estudo com VS de milho realizado por Musa e Farid (2018), indica que as
variedades sintéticas de Zea mays tolerante ao estresse hidrico, apresentaram o
maior e melhor potencial de rendimento em comparagdo com as variedades OPs.
Muraya; Omolo e Ndirangu (2006) desenvolveram duas variedades sintéticas de Zea
mays com alta producgéo. Falk; Rakow e Downey (1998) desenvolveram como uma
alternativa viavel aos hibridos, cultivares sintéticas de Brassica rapa L.

Em A. cepa, os pioneiros em variedade sintética de cebola foram José Crnko e
Ciro Cavia, que em 1958 recomendaram as variedades sintéticas Valenciana
Synthetics 1 and 2 (GALMARINI, 2000). Posteriormente, em 1966 e 1970, Crnko and
Lona langaram a Valenciana Synthetic 14 e a Valenciana Synthetic 15,
respectivamente (CRNKO, 1998).

Os objetivo do presente estudo foi desenvolver e estimar a heterose em
variedades sintéticas Syn 0 de cebola tropical como alternativa ao desenvolvimento

de hibridos no nordeste brasileiro.

MATERIAL E METODOS

Populacoes e variedades sintéticas de cebola

Bulbos de cebola de populagbes do programa de melhoramento da Embrapa
Semiarido (Tabela 8) foram vernalizados no periodo de novembro de 2016 a margo
de 2017, em camara fria a 8 °C e umidade relativa do ar em torno de 60%. Bulbos
vernalizados das diferentes populagdes foram plantados em contentores (Figura 5)
para producdo de sementes, considerando distancia minima de 600 m entre eles, a

fim de evitar contaminagdes entre os mesmos.
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Tabela 8- Acessos utilizados nos cruzamentos para a formacdo de variedades
sintéticas em Petrolina-PE.

Genétipos Bulbo (cor) Origem

BRS Alfa Sao Francisco Amarelo Embrapa Semiarido

Vale Ouro IPA11 Amarelo IPA
Alfa Sao Francisco RT Amarelo Embrapa Semiarido
BRS Rio Vale Amarelo Embrapa Semiarido
BRS Carrancas Vermelho Embrapa Semiarido
Botucatu Amarelo Embrapa Semiarido
Cascuda T6 Amarelo Embrapa Semiarido
Cascuda T7 Amarelo Embrapa Semiarido

Sementes das variedades sinteticas Syn 0 foram obtidas dos cruzamentos BRS
Alfa Sdo Francisco x Vale Ouro IPA11, Cascuda T6 x Botucatu, Alfa Resistente ao
Thrips x BRS Alfa Sdo Francisco, Cascuda T7 x Botucatu, BRS Rio Vale X BRS
Carrancas e Botucatu x BRS Carrancas. Alfa Resistente ao Thrips foi derivada da BRS
Alfa Sao Francisco, enquanto as populagdes tipo valencianas BRS Rio Vale, BRS
Carrancas e Cascuda T6 sao resultantes de sele¢des realizadas dentro da populagao

base CNPH 6400. As valencianas Botucatu e Cascuda T7 tem como origem a

populacao Botucatu.
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Condigoes experimentais

Dois experimentos foram conduzidos no Campo Experimental de Bebedouro
da Embrapa Semiarido, localizado no municipio de Petrolina-PE. O solo do local é
definido como Argissolo Vermelho-Amarelo distrofico plintico. Segundo a classificagao
de Koeppen, a regido apresenta clima do tipo BSh (semiarido, quente, com estagao
seca definida), com pluviosidade baixa e irregular, precipitacdo média de 470 mm.ano"
' e temperatura média anual de 26,2 °C.

O primeiro experimento foi conduzido no periodo de Outubro de 2017 a
Fevereiro de 2018, e o segundo experimento de Abril a Agosto de 2018. Em ambos
experimentos o delineamento experimental foi em blocos casualizados, com 15
tratamentos: seis variedades sintéticas, oito populacbes (Tabela 8) e um hibrido
comercial, em trés repeticoes. As parcelas experimentais adotadas foram de 1,3 m x
1,5 m, com espagamento entre linhas de 12 cm.

As mudas foram produzidas em sementeiras com dimensbes de 1,5 m de
largura. Foi utilizado 3,5 g de sementes de cada parental, totalizando 7 g para cada
VS. O solo foi arado, gradeado e antes do transplantio foi adubado com 800 kg.ha™’
de 06-24-12 de NPK. Nas adubagdes de cobertura foram utilizados 120 kg.ha™' de N,
60 kg.ha' de K20, 60 kg.ha' de Ca e 60 kg.ha' de Mg, aplicados apods o transplantio

Plantas daninhas foram controladas com herbicida comercial, em seguida
foram adotadas tratos culturais como capinas manuais e aplicagdes preventivas de
defensivos para o controle de pragas e doengas com produtos registrados para a
cultura.

A colheita foi realizada quando 70% das folhas se encontravam com a parte
aérea tombada, indicando a maturacao do bulbo. Apds a colheita os bulbos foram
curados ao sol por um periodo de trés dias para retirar o excesso de umidade, mas
com o cuidado de acomodar as plantas de modo que a parte aérea de uma protegesse
o bulbo da outra planta. Apos o periodo de cura foi eliminado o resto das raizes e parte

aérea.

Anidlises estatisticas.

A produtividade foi estimada pelo peso de todos os bulbos comerciais para
cada unidade experimental. As caracteristicas avaliadas foram:

Producao de Bulbo comercial (PBC) — Obtida pela massa total dos bulbos com

didametro >35 mm, considerados como bulbos comerciais, em t.ha”' (RESENDE;
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COSTA, 2009);

Producao total de Bulbo (PTB) — Obtida pela massa total dos bulbos colhidos
na parcela, t.ha™;

Maturacdo (MAT) - Obtida pelo numero de dias da semeadura até o
tombamento de 70% das plantas.

As analises de variancia dos tratamentos foram realizadas com o auxilio do
software SAS, considerando-se as analises dos experimentos individuais, bem como
do conjunto dos experimentos. Os dados foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste média Student-Newman-Keuls (SNK) (p <0,05).

A estimativa da heterose média (Hm), heterobeltiose (Hps) e heterose padrao
(Hp), foram realizadas para Producao total do Bulbo e Produgéo de Bulbo Comercial.

As expressdes sdo descritas por Batool et al (2013), e Evoor et al (2007).
Respectivamente séo:

Heterose Média Hm= (F1-MP) / MP *100% , Heterobeltiose Hps= (F1-BP) /
BP * 100% e Heterose Padrao Hp= (F1- PD) / PD * 100%.

Sendo, F1= média da primeira geragao oriunda do cruzamento (variedade sintética),
MP= média dos parentais, BP = média do melhor parental e PD= variedade comercial

padrao, BRS Alfa Sao Francisco.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Produtividade total e comercial de bulbos e maturacao em variedades sintéticas
e populacdes de cebola

Foram observados efeitos significativos (P<0,01) para as cultivares avaliadas
no primeiro semestre nas trés variaveis analisadas, bem como efeito de menor
significancia (P<0,05) no segundo semestre para as mesmas variaveis (Tabela 9). Os
coeficientes de variacdo para os diferentes caracteres agrondémicos avaliados,
variaram de 3,5% a 11,4% no primeiro semestre e de 3,0% a 22,4% no segundo
semestre (Tabela 9), indicando erros experimentais aceitaveis (FERREIRA, 2016).

Para producédo de bulbo comercial, no primeiro semestre, o hibrido comercial
apresentou a maior produtividade comercial (105,8 t/ha), seguido da Alfa RT (88,9
t/hal) e da variedade sintética Alfa RT X BRS Alfa Sdo Francisco (70,0 t/ha™),
engquanto as menores produtividades foram observadas para a VS Cascuda T6 X

Botucatu e a cultivar Cascuda T6 (Tabela 9). Resultados diferentes do presente
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estudo foram reportados por Falk; Rakow e Downey (1998), com variedades sintéticas
de Brassica rapa produzindo 23% mais do que os parentais. No segundo semestre a
cultivar Alfa RT apresentou a maior produtividade (45, 5 t/ha'), seguida da BRS Alfa
Sé&o Francisco (35,1 t/hal) (Tabela 9). As cultivares Cascuda T6, Botucatu e VS
Cascuda T6 x Botucatu, apresentaram as menores produtividade (Tabela 9),
sugerindo que a baixa producao da VS Cascuda T6 x Botucatu foi devido as baixas
produtividades dos parentais.

Resultados contrarios aos do presente estudo foram reportados por Machida e
Takizawa (1968) que observaram rendimento médio de uma variedade sintética de
milho de 69,1 kg, enquanto a variedade de polinizacdo aberta apresentou 52,9 kg.
Musa e Farid (2018), ao compararem a produtividade de genotipos sintéticos de milho
tolerantes as condi¢gbes de seca, também observaram que os gendtipos de milho
sintético apresentaram o maior potencial de rendimento em relacao as variedades de
milho.

A média para maturacao no primeiro e no segundo semestre foi de 132 e 109
dias, respectivamente (Tabela 9). As cultivares que se destacaram com ciclo mais
curto foram a Alfa RT, no primeiro semestre e a Vale Ouro IPA11l no segundo,
definindo-as como cultivares precoces (COSTA; RESENDE e YURI, 2016).

Foram observados efeitos significativos (P<0,01) na analise conjunta dos
experimentos para cultivares (C), época de plantio (S) e interacdo C*S para as trés
variaveis analisadas (Tabela 9). Os valores do coeficiente de variacdo foram inferiores
a 20% (Tabela 9), indicando que as condi¢gbes e erros experimentais foram aceitaveis
(FERREIRA, 2016). Efeitos significativos para a interacdo variedades x ambiente
foram encontradas também por Andrés-Meza et al (2016) em estudos de variedades
de milho tropical sintético.

Foi observado maior produtividade para producao total e comercial no primeiro
semestre em relagéo ao segundo semestre, que impactou na ordem de classificacao,
resultando na interacdo C*S: Alfa RT apresentou a maior producdo no 2° semestre,
enguanto o hibrido comercial foi o de maior produtividade no 1° semestre (Tabela 9).
As temperaturas séo mais elevadas nos meses de outubro, novembro e dezembro na
regido do estudo (SANTOS, 2011), que interfere na produtividade de bulbos. A alta
temperatura também favorece o aumento da populacdo do Thrips tabaci, principal
praga da cebola, sendo que a Alfa RT é recomendada para plantio no segundo

semestre e apresenta resisténcia a essa praga.
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De acordo com Quartiero et al (2014), a temperatura sofre variagdo em fungéo
da época do ano, sugerindo que essas cultivares podem ter sido influenciadas por
fatores ambientais, como a temperatura. Ainda segundo Costa; Resende e Yuri
(2016), a auséncia de condi¢cbes climaticas que atendam as exigéncias da cultivar,
pode resultar na formagao de bulbos com baixo valor comercial.

As variedades sintéticas Syn 0 BRS Alfa SF x Vale Ouro IPA11, Alfa RT x BRS
Alfa SF, BRS Rio Vale x BRS Carrancas e Botucatu x BRS Carrancas apresentaram
média de producdo de bulbo comercial estatisticamente semelhante as cultivares
comerciais BRS Alfa Sao Francisco, Vale Ouro IPA 11, BRS Carrancas e BRS Rio
Vale, na média dos dois experimentos (Tabela 9).

Sprague e Jenkins (1943) relataram a produtividade préxima de cinco
variedades sintéticas de milho, e variedades adaptadas de polinizacdo aberta. No
entanto, os autores ressaltaram que nenhuma delas podem ser consideradas como
uma VS produtiva, por ndo apresentarem superioridade em relacado as variedades
comerciais. Para Faria et al (2012), do ponto de vista teorico, as VS devem ser mais
produtivas do que os pais, por serem espécie albgama, que podem apresentar alta
heterozigosidade.

A diferenca no ciclo de maturacdo na andlise conjuntas (1° + 2° semestre) foi
de 16 dias, sendo que uma cultivar comercial apresentou maior precocidade, 112 dias,
enquanto duas VS avaliadas apresentaram ciclo de 118 dias, nao diferindo
estatisticamente cultivar comercial de maior precocidade (Tabela 9).

Estimativas de Heterose, Heterobeltiose e Heterose padrdo em variedades
sintéticas de cebola.

O valor de heterose em relacdo a média dos parentais (Hm) para producéo total
de bulbos no primeiro semestre foi negativo para quatro VS e positivo para apenas
duas VS. Ao contrario desses valores, Li et al (2018) avaliando interacdes ambientais
em gendtipos de milho, para 25 caracteristicas observaram que 16, exibiram valores
de heterose padrdo maiores que 90% para o rendimento de grdos. No segundo
semestre apenas duas VS apresentaram valores negativos para heterose média
(Tabela 10). Na média das duas avaliagbes apenas duas VS apresentaram valores
negativos (Tabela 10).

Para producdo comercial de bulbos a Hm foi negativa para todas as VS no

primeiro semestre. De acordo com Maciel et al (2010), heterose para produtividade
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com baixa magnitude em relagdo a média total indica a predominancia de efeitos
aditivos na expressao do carater. A heterose ocorre quando a interacao alélica é ndo
aditiva, ou seja, tem que haver alguma dominancia. No segundo semestre Hm foi
positiva em quatro VS sendo que na média das duas avalia¢gfes trés VS apresentaram
valores positivos para Hm (Tabela 10). Dufera; Bulti e Girum (2018) em estudos
visando o desenvolvimento de hibridos de milho e variedades sintéticas, estimaram a
heterose padrédo de linhas puras para rendimento de grdos, mas nenhum dos
cruzamentos mostrou heterose padrao positiva para essa variavel.

O valor de heterobeltiose em relagdo a média do pai superior (Hps) para
producao total de bulbos no primeiro semestre foi positivo para apenas uma VS, e
duas VS, no segundo semestre, com média positiva para apenas uma VS (Tabela 10).
Resultados contrarios foram encontrados em Z. mays por Li et al (2018) que avaliando
25 caracteristicas, reportaram heterobeltiose positiva para todas elas. Para producéo
comercial de bulbos a Hps foi negativa para todas as VS no primeiro semestre e
positiva para trés VS no segundo semestre, sendo que na média das duas avaliacfes
nenhuma VS apresentou valor positivo (Tabela 10).

O valor da heterose padrao (Hp), tendo como padrao a BRS Alfa Sao Francisco
com produtividade para produgéo total, no primeiro e segundo semestre de 68,13 e
39,48 t/ha?l, respectivamente, e de bulbo comercial de 62,75 e 35,09 t/hat
respectivamente, foi negativa para todas as VSs tanto para producéo total de bulbos,
como para producdo comercial de bulbos, nos dois semestres de avaliagdes, exceto
para Alfa Rt x BRS Alfa Sdo Francisco no primeiro semestre que teve produtividade
total e comercial de bulbos de 73,31 e 69,99 t/hal, respectivamente (Tabela 9). Em
estudos visando o desenvolvimento de hibridos de milho e variedades sintéticas
Dufera; Bulti e Girum (2018) estimaram a heterose padrdo de linhas puras para
rendimento de grdos, mas nenhum dos cruzamentos mostrou heterose padréao
positiva para essa variavel.

Valores positivos da Hm para producéo total e comercial de bulbos, foram
observados apenas no segundo semestre para as VSs Cascuda T6 x Botucatu (18,9
e 6,0%), Cascuda T7 x Botucatu (17,8 e 19,5%), BRS Rio Vale x BRS Carrancas (1,1
e 8,6%) e Botucatu x BRS Carrancas (14,1 e 14,5%), mas, nao foram superiores aos
valores da Hp (Tabela 10). O valor da heterose padrao (Hp) € de maior importancia,
pois atesta a possibilidade de uma VS ter potencial competitivo de mercado em,

relacdo a uma cultivar. Ito e Currence (1965), em estudo com Asparagus officinalis



69

também encontraram heterose positiva, mas, ndo observaram produtividade superior
as cultivares comerciais.

Apenas a VS Cascuda T6 x Botucatu apresentou valor positivo de
heterobeltiose na média dos dois experimentos (Tabela 10). Evoor et al (2007)
reportaram valores de heterobeltiose para producéo de bulbos comerciais variando de
-30,14% a 45,31%, enquanto que Abubakar e Ado (2007) reportaram valores de
heterose e heterobeltiose para produtividade de bulbos de cebola variando de -78,82
a 24,73% e -88,30% a 3,08%, respectivamente, corroborando com os resultados
obtidos no presente estudo.

Valor de heterose positivo por si s6 ndo é sinbnimo de alta producéo, pois a
heterose retrata a superioridade (ou ndo) em relacdo a média dos parentais, sendo
assim, a heterose pode apresentar valor positivo e ser numericamente elevada, pela
baixa producéo dos genitores. Segundo Dufera; Bulti e Girum (2018), mesmo o hibrido
sendo inferior ao pai de menor performance, e apresentando heterose positiva ou
negativa, € considerado como heterose.

No presente experimento, as VS com maior valor de heterose (Hm) positiva
para producdo total de bulbo foram a Cascuda T6 x Botucatu, e Cascuda T7 X
Botucatu, e para producao comercial de bulbo, Cascuda T7 x Botucatu. No entanto,
nao foram os mais produtivos, tendo sido, inclusive, inferior as demais VS e as demais
cultivares comerciais (Tabela 9).

Os valores negativos das heteroses das VSs do presente estudo podem estar
associados a alta heterozigosidade e auséncia de fixagdo de alelos recessivos intra
populacional reportados no capitulo desse estudo, mesmo para parentais derivados
da mesma populacdo base, como BRS Rio Vale, BRS Carrancas, e cascuda T6
derivadas da CNPH 6400, Alfa RT derivada da BRS Alfa Sdo Francisco e Botucatu e
Cascuda T7 derivadas da populagdo base Botucatu. Outro fator que deve ter
influenciado os valores negativos das heteroses foi a baixa taxa de polinizagéo
cruzada estimada no capitulo | desse estudo. Onde as populacdes avaliadas por
marcador morfolégico apresentaram taxas de polinizacéo cruzada de 15%, 39%, 37%
e 22%, e com microssatélites as estimativas de polinizacdo cruzada foram de 40%,
33%, 71% e 27%.
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CONCLUSOES

As variedades sintéticas ndo apresentaram superioridade em relacéo a cultivar
comercial padrao, BRS Alfa Sdo Francisco, indicando auséncia do vigor de heterose
padréo.

As maiores médias de produtividades total e comercial, das variedades
sintéticas, foram para Alfa RT x BRS Alfa Sdo Francisco, e BRS Rio Vale x BRS
Carrancas, enquanto a menor produtividade foi para a variedade sintética Cascuda T6
X Botucatu.

As maiores produtividades médias de bulbos comerciais foram observadas
para as cultivares Alfa RT, Vale Ouro IPA 11, BRS Carrancas e BRS Rio vale,
mostrando ser promissores em combinacgdes sintéticas, visando maior produtividade.
Enquanto as cultivares, Cascuda T6 e Botucatu, apresentaram as menores producoes
de bulbos.
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Tabela 9. Analises de variancia individual e conjunta para producéo total de bulbos (PTB), bulbo comercial (PBC) e maturacao de
bulbos, estimadas em seis populacdes sintéticas Syn 0, oito cultivares e um hibrido de cebola. Petrolina- PE.

PTB (t/ha?) PBC (t/ha) MAT (Dias)
Tratamentos Semestre Semestre Semestre

1° 20 1°e 2° 1° 20 1° e 2° 1° 20 1°e 2°
BRS Alfa SF x Vale Ouro IPA11 64,06CPEF 28 768C 49,94 gc 56,97CPE 22 80BC 4334 c 142A 113~ 1287
Cascuda T6 x Botucatu 46,54F 23,108¢ 37,16 co 42,08F 15,71¢ 31,53 cp 128BCDEF 108~ 118BCD
Alfa RT x BRS Alfa SF 73,31¢€ 33,09ABC 53 208 69,99¢ 27,8%8C 48,028 123EFG 112~ 118BCD
Cascuda T7x Botucatu 48,75F 26,018¢ 37,38°D 44 ,06PE 20,858C 32,460 139ABC 110~ 12448
BRS Rio Vale x BRS Carrancas 62,88CPEF 34 38ABC 51 485 55,64CPFE  31,15ABC 4584 gc 142A 112~ 127A
Botucatu x BRS Carrancas 59,58CPEF 31 58ABC 45 58BC 52 17CDE 25 048BC 39 05BCD 1427 11274 127A
BRS Alfa SF 68,13¢P 39,4848 53,818 62,75¢P 35,0978 48,028 121FG 1094 115¢P
Vale Ouro IPA11 66,56CPE 38,5178 52,548 62,63¢P 33,33ABC 47,088 128CDEF  g7B 112P
Cascuda T6 46,58F 19,28¢ 32,930 42 63E 14,56¢ 28,60P 133ABCDE 110~ 122AB
Botucatu 54,71PEF 19,57¢ 37,14¢0  50,76CPE  15,07¢ 32,92¢0  126PEFG 109~ 118BCD
Alfa RT 91,438 47 647 73,91 A 88,928 45 514 71,55 A 1176 110~ 114P
Cascuda T7 58,42CDEF 24 50BC 41,51BCD 53 57CDE 19 82BC  36,70BCD 139ABC 107~ 12378
BRS Carrancas 62,56CPEF 35 77ABC 49 17BC 55,64CPE  30,25ABC 42 94BC  140°8 1134 127A
BRS Rio Vale 62,49CDEF 32 23ABC 47 36BC  58,61CPE 27 12BC 42 87BC 133ABCDE 110~ 122ABC
Hibrido Comercial 108,514 37,0748 72,794 105,79~  33,28°BC 9,544  137ABCD  105A 121ABC
BLOCO 717,3** 63,1"s 416,4* 1029,6**  84,7" 607,8* 56,3 27,0 80,0*
CULTIVAR (C) 817,1** 160,1* 710,9**  891,7** 180,5* 785,6** 210,8** 48,4* 153,9**
SEMESTRE (S) - - 23699,3** - - 23703,2** - - 12413,8**
C*S - - 218,1** - - 233,0** - - 105,3**
RESIDUO 43,1 31,3 49,7 47,2 34,8 58,7 21,2 10,8 15,6
CV(%) 10,1 17,9 14,4 11,4 22,4 17,4 3,5 3,0 3,3
MEDIA 64,9 31,2 48,8 60,1 26,3 44,0 132 109 121

NS, ** E * = NAO SIGNIFICATIVO, SIGNIFICATIVO A1 % E 5 % DE PROBABILIDADE PELO TESTE F, RESPECTIVAMENTE. MEDIAS SEGUIDAS PELA
MESMA LETRA NAS COLUNAS, NAO DIFEREM ENTRE SI AO NIVEL DE 5% PELO TESTE DE SNK.
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Tabela 10. Heterose em relacdo a média dos parentais (Hm), Heterobeltiose em relacdo a média do pai superior (Hps) e heterose
em relacdo a média da variedade comercial padréo (Hp), em variedades sintéticas (VS) de cebola, para Producéo Total de Bulbos
(PTB) e Producao de Bulbo Comercial (PBC).

Heterose, Heterobeltiose e Heterose padréo (%)

PTB (t/ha) PBC (t/hat)
VS Hm Hps Hp Hm Hps Hp
Semestre Semestre Semestre Semestre Semestre Semestre

1° 2° Média 1° 2° Média 1° 2° Média 1° 2° Média 1° 2° Meédia 1° 2° Média
1 -48 -262 -156 -6,0 -27,2 -166 -6,0 -27,2 -166 -9,1 -33,1 -21,1 -9,2 -348 -220 -92 -34,8 -22,0
2 -81 189 54 -149 180 16 -31,7 415 -366 -99 60 -19 -171 43 -64 -329 -552 -44]1
3 -81 -240 -16,2 -198 -305 -252 76 -162 -43 -7,7 -309 -193 -21,3 -388 -30,1 115 -20,7 -4,6
4 -138 178 19 -166 58 -54 -285 -34,1 -31,3 -155 195 20 -178 52 -6.3 -29,8 -40,6 -352
5
6

0,5 11 0,8 o5 -39 -17 -7,7 -129 -103 -26 86 30 -51 30 -11 -11,3 -11,2 -11,3
16 141 79 -48 -11,7 -82 -126 -20,0 -163 -19 145 63 -62 -143 -10,2 -16,9 -26,1 -215
M 55 03 - -10,3 -8,3 - -13,1 -25,3 - -1,8 -2,6 - -12,8 -12,6 - -148 -31,4 -

1=BRS Alfa Sao Francisco x Vale Ouro IPA11, 2 = Cascuda T6 x Botucatu, 3 = Alfa RT x BRS Alfa SF, 4 = Cascuda T7 x Botucatu, 5 = BRS Rio Vale x BRS
Carrancas, 6 = Botucatu x BRS Carrancas. M=média
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi de suma importancia para o desenvolvimento de variedades
sintéticas (VS) Syn 0 de cebola, com alta produtividade e adaptadas as condi¢cfes
ambientais do Vale do Sdo Francisco. As VS podem ser uma alternativa ao
desenvolvimento de hibridos, pois as empresas publicas brasileiras ndo dominam
essa tecnologia.

Os desafios enfrentados para o desenvolvimento de VS foram a baixa
produtividade das mesmas em relacéo aos parentais. Demostrando limitacdes para o
desenvolvimento de VS Syn 0 como alternativa para a adocéo de hibridos de cebola.
A baixa produtividade das VSs pode estar associada a baixa taxa de polinizagéo
cruzada das VS. Novos estudos devem ser realizados considerando autofecundacgao
das cultivares para realizacdo de novos cruzamentos de forma a elevar a heterose
das VS oriundas de parentais com elevada endogamia.

As estimativas das taxas de polinizagdo cruzada foram limitadas pelo baixo
namero de microssatélites com polimorfismo adequado nos parentais. O baixo nimero
de microssatélites esta associado a baixa diversidade alélica dos parentais e na
auséncia da condicdo ideal e necessaria de alelos recessivos ou dominantes em
homozigose nos parentais. Era esperado parentais em homozigose, uma vez que 0s
alguns foram derivados da mesma populacdo base, como BRS Rio Vale, BRS
Carrancas, e Cascuda T6 derivadas da CNPH 6400, Alfa RT derivada da BRS Alfa
Sé&o Francisco e Botucatu e Cascuda T7 derivadas da populacdo base Botucatu.
Novas genotipagens séo indicadas com microssatélites publicados recentemente, que
se baseiam em sequenciamento de sequéncias expressas (ESTs). Outra alternativa
é utilizar marcadores de Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) que apesar de
possuirem um custo elevado, possibilitam genotipagem mais ampla do genoma,
aumentando as chances de loci em homozigose.

As principais conclusdes obtidas no capitulo | e Il dessa Dissertacao foram:

e A estimativas da taxa de polinizagao cruzada e de heterozigosidade com base
na contagem direta de alelos de locus SSR, sendo, provavelmente, estudo
pioneiro em populacdes de cebola tropical.

e As taxas de polinizagao cruzada através de marcadores fenotipicos variaram
de 15% a 39%, com média 28,2%, e com loci SSRs variaram de 33% a 71%,

com media de 42,7%. Essas taxas de polinizacdo cruzada sao consideradas
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baixas para uma espécie aldégama, como cebola. Essas estimativas indicam
que a espécie tolera mistura de polinizagdo cruzada e autopolinizagao intra
populacional.

Embora as variedades sintéticas Syn-0 BRS Alfa SF x Vale Ouro IPA11, Alfa RT
x BRS Alfa SF, BRS Rio Vale x BRS Carrancas e Botucatu x BRS Carrancas
tenham apresentado média de producado de bulbo comercial estatisticamente
semelhante as cultivares comerciais BRS Alfa Sao Francisco, Vale Ouro IPA 11,
BRS Carrancas e BRS Rio Vale, apenas a VS Alfa RT x BRS Alfa Sdo Francisco
superou a produtividade da cultivar padrao BRS Alfa Sdo Francisco no primeiro
semestre. Desse modo, a baixa produtividade das VS em relagdo a cultivar
comercial padrdao, BRS Alfa Sdo Francisco, indica auséncia do vigor de
heterose padréao, e que as VS apresentaram baixo potencial produtivo para
substituir populacdes de polinizagao aberta e hibridos comerciais.

A populacdo que apresentou maior taxa de polinizacdo cruzada foi a BRS Rio
Vale x Botucatu, sendo a BRS Rio Vale x BRS Carrancas a menor taxa.

Os loci SSRs AMS 03, ACM 004, ACM 006 e ACM091 sao indicados para
identificacdo de hibridos resultantes de polinizacdo natural ou artificial nos
cruzamentos BRS Alfa Sdo Francisco x Vale Ouro IPA 11, Alfa Resistente ao
thrips x BRS Alfa Sdo Francisco, BRS Rio Vale x Botucatu e Cascuda T6 x
Botucatu.

As estimativas das heterozigosidades em oito populagdes de cebola variaram
0,82 a 1,0, sugerindo o desenvolvimento de populagdes de polinizagao aberta
com grande potencial produtivo e com maior poder de adaptagdo as
adversidades bidticas e abidticas.

Observou-se efeitos significativos no primeiro semestre para as cultivares e
interacdo Cultivar*Epoca para as trés variaveis analisadas.

O hibrido comercial e Alfa RT apresentaram as maiores médias para PTB e
PBC, 72,8 e 73,9 t/ha, respectivamente, enquanto a VS Cascuda T6 x
Botucatu e a cultivar Cascuda T6 as menores produtividades.

As populacdes Alfa RT, Vale Ouro IPA 11, BRS Carrancas e BRS Rio Vale,
apresentaram as maiores produtividades meédias para peso total e comercial de
bulbos em relagdo as demais variedades avaliadas, mostrando ser promissores

em combinacgdes sintéticas, visando maior produtividade.
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As variedades que mostraram maior precocidade para maturacao foram a Alfa RT,
no primeiro semestre e a Vale Ouro IPA11 no segundo.

As maiores meédias de produtividades total e comercial, das variedades
sintéticas, foram para Alfa RT x BRS Alfa Sao Francisco, e BRS Rio Vale x BRS
Carrancas.

A heterose média para producéo total de bulbos das VSs sintéticas, foi positiva
para duas VS no primeiro semestre, e positiva em quatro VSs no segundo.
Para produgcdo de bulbo comercial, todas as variedades sintéticas
apresentaram heterose média negativa no primeiro semestre, e positiva em
quatro no segundo semestre.

O valor de heterobeltiose para produgéo total de bulbos no primeiro semestre
foi positivo para uma VS, e positiva em duas VSs, no segundo semestre. A
heterobeltiose para produgdo comercial de bulbos apresentou valor negativo
para todas as variedades sintéticas no primeiro semestre, e positiva para trés

VS no segundo semestre.
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ANEXO A - Lista, tamanho esperado e sequéncia dos loci SSRs desenvolvidos por Jackse et al, (2005).

SSR Tamanho esperado Forward Reverse

(pb)
ACMO004 203, 206, 213 TCGTTCTTTAGAACACGTTAGGAA TGTCGGCGGATATAGTGACA
ACMO06 220,223,226,232 GCAGTTCTCCCTTTGTAAAATCA GTGATGGATGAGTGGATGGAY
ACMO024 120,123,126,131, 134,137,140 CCCCATTTTCTTCATTTTCTCA TGCTGTTGCTGTTGTTGTTG
ACM 045 264, 267,269,271 AAAACGAAGCAACAAACAAAA CGACGAAGGTCATAAGTAGGCY
ACM 068 277,281 CGAAGGTGAAGGTGTACGGTY CAAATGGCTGCAATAAGCAA
ACM 071 162, 166, 167, 170 TCTCATTTCAACTTTCTACCTATCC CTGACATTTGCTCGACTGGAY
ACM 078 282, 288 CGCAGAATCTCGTCCTTTTTY AATGGTTTGGAGGTCAGTCG
ACM 082 200, 203, 206, 209 CACCGTTCCTCAGCTCACTT AGAGGGACGAAATGAAAGCA
ACM 091 177, 183 TCTCCTCCTCTAACCAGCCA GGTGCTCCAGTTGAGCTTTC
ACM 101 209, 212, 215, 221 CCTTTGCTAACCAAATCCGA CTTGTTGAGAAGGAGGACGC
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SSR Tamanho esperado Forward Reverse
(pb)
ACM 102 151, 154, 160 TGGATTTGTGAACAACCGAA GATGCAGGCAGTGTTTTGAA
ACM 119 252, 255, 261, 265 TTTCAGCAACATAGTATTGCGTC TCTTCGGGATTGGTATGGAGY
ACM 124 220, 228, 245 GCAAACTTGAATCCCTTCCAY AACCCGTTAAGAGGAGGGAA
ACM 132 200, 202, 204, 206, 208, 212, ATGGGGCCTGGTAAGTTTTT TGCACACCGTTTCCATTTTA
220, 224, 228
ACM 133 191, 193, 196, 198 CCACATGGATGAAAAACACAAY CGCTGGTAGCTGAAGCAAAT
ACM 134 192, 200, 201, 204 ACACACACAAGAGGGAAGGG CACACACCCACACACATCAAY
ACM 138 235, 239, 247, 264, 268 ACGGTTTGATGCACAAGATG CCAACCAACAGTTGATACTGCY
ACM 152 229, 241, 244 TCCCAAGAGTCCAAGAATGGY TGTTCTCCCTTAAACAGTGCAA
ACM 169 259, 261, 267 ACTTTCCCCCTCCAACATTCY TAGCACAAGGAGGGTCGAGT
ACM 187 228, 260, 262, 264 GTACTCGGGCAGTGGAGGTA GGAGCTGTCCAAATGCTAGGY

ZSSR = Sequéncia Simples Repetida, YEST = Expressed Sequence Tag, X, w Sequéncia do primer 5"-GACGTTGTAAAACGACGGCC. Primers desenvolvidos

por Jackse et al (2005).
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e sequéncia dos loci SSRs desenvolvidos Fischer e Bachmann et al (2000).

SSR Tamanho esperado Microsatllitle motif Forward and reverse primer (5’ to 3’)
(pb)
AMS 01 126 (TGTA)5 (TG)9 GAAGAA TCT TCC TAT AATCTT CTC CTT TTG A
TTC TAACAC TTT TGT GCA CTC AA
AMS 02 530 CCACACCACACACACCACCA GCATTA ACT ATC TAAAACATTG
CACACCACA CCATCAACT CAT AACAGGT
AMS 03 121 (GM?21 TAA CCC TAG GAT GAG TTG AG
GGATTT CCT CTT GAG ATG A
AMS04 204 (GTTTT)3 CTCTT(CT)3 (TTC)4 / TC(TTC)2 (TC)2 TAT GTT TTC AGC TGC GAT GTG AG
TTCTTTTC TTTCTCT AAA TCT AAG CAC GGA TAC CAAGTG
AMS05 229 (AT)9 (GT)18 (CT)3 TTG AAA TAG TGA GTT AAG CAT G
ACG TGA ATT ATG AAG TGG AG
AMS06 147 (TA)3 TG (TA)3 (CA)18 (TA)2 GGT GCA TAG GGT CTC ATC TG
ATTGATTGT TTG TTT GGATGT G
AMSO07 114/174 GTTTCTGTTT (CTT)6 (TC)2 TGC GAATGT GAG GTTTTC TGC
TTT(CTT)2 CGA CCC GGAAATTTC GATC
AMS08 205 (CTT)3T (CTT)14 TT (CT)2 TCT GCC ACG ATG TTG AGA TTT CG
CCC GAATAT CCC ACCAGTTC
AMS09 278 (AT)9 (GT)19 ACA ACT TTC AAT TGC ATT C
CGT GGA CTAACT TACTATCTATC
AMS10 157 (AT)4 (GT)16 TTCATG TTG TAT TGAGATTTG G
GAA GGAATG GAAGCAGTTC
AMS11 92 (TC)23 CGA CGA ACC AATACCCTATC
TGG ATA GGG GTAGAATTC AAG
AMS12 274 (CA)25 AAT GTTGCTTTC TTT AGATGT TG

TGC AAA ATT ACA AGC AAA CTG
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SSR Tamanho esperado Microsatellite motif Forward and reverse primer (5’ to 3’)
(pb)
AMS13 168 (GT)27 (AT)2 ACC TTT TAA ATT GAC GAT ATT CC
CTG CACTATTCT GTG ATG TATTTC
AMS14 169 (CA)28 (TA)4 CCC CTG AGT AAATTC AAAATC C
TCCTTAGTATAATTT CGG GGT AAC
AMS15 229 (GA)24 ACC CCG AAC CACGTAAACC
CCGATTTTCCTTGCATTCG
AMS16 261 (CA)20 (TA)2 CTG CAT TAA AAC AAC CAAACT TG
GAG CTC CACTTC TTC CAA ACT AG
AMS17 264 (CA)7 TG (CA)21 (TA)3 AGT GGA CTC AAG GCAGAT G
ATC ACC ATT CACCGT TTACT
AMS18 195 (CA)20 (TA)3 ACTCGG GTGTTATTCCAT
CCA ATC AGA CAT ACC ATACAATC
AMS19 131 GAAAAGAAGAAAGAGAAA GCT CTG ATACCAAAT GTAACG A
(GAA)5 ACAGAA CGAATGTGAGGTTTTCTGC
AMS20 372 (GM)24 TTG AGC AGC AGAACCAGAC
ATT CGG ACG CAA CAC ATC
AMS21 264 (CA)25 GGT TGT TTC CAC TAC ACTTGA G
CGTCCTTGG TATTCT TGT GC
AMS22 310 (TG)21 CAC CGT TTC CAT AAT CAA GG
ATTTTTTGG GCATTIGTTG G
AMS23 157 (AT)5 (GT)19 GCT GTT CAC TGG TCT ATC TGG
ATTCGG TGC TGATTT TCG
AMS24 161 (TA)3 (CATA)7 ATA (CA5 A GCT AAG TAG AAA CTA AGC GAT TGT

(CA)15

TCA AAA ACA CCAAGC ACATT
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ANEXO B - Continuagao

SSR Tamanho esperado Microsatellite motif Forward and reverse primer (5’ to 3’)
(pb)

AMS25 235 (AC)21 (AT)3 GAG GGC AGT GTT AGC ATTCC
GCA ACCTTT CCC CGA GAG

AMS26 213 (A)5 (CA)16 ATC TAATCA AAG CAT AGT TG
TTG TCC AAG TAG TTG TGA

AMS27 318 (AT)7 (GT)25 TCC ACG AAT GAT TAC AAC
ACA ACG CAAAAG TTC TTA

AMS28 250 (AT)2 (AC)23 GTTGTC CTT TGC GTT TAC
ATG GTT TCATCAATG TCC

AAG (AAAG)2 GGATA (GAA)3 CAT CAG AAAATCGCATCAC
AMS29 310 AAGAAAGAGAAGAAAGAA (CAA)2 (CA)2  TTG AAACTT GGAAGG TTG TC

CAC TAA TGG GGT AAA TAA TGT TCT AC
AMS30 342 (CA)8 CG (CA)22 (TA)4 TTG CCT TGA AAT CCA GAC

aTwo allele sizes are given when different attempts for primer design were undertaken at the respective locus. Primers desenvolvidos por Fischer e Bachmann
(2000).
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