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RESUMO

Realizou-se este estudo com o objetivo de determinar a diversidade genética entre doze cultivares de alho, por meio de
marcadores moleculares RAPD. Foram utilizados seis cultivares nobres e seis cultivares seminobres. A andlise de agrupamento
das similaridades genéticas foi realizada pelo método UPGMA, gerando um dendrograma utilizando o indice de Jaccard. Houve a
formacéo de dois grupos, sendo o primeiro grupo formado pelas cultivares nobres (Roxo Pérola de Cagador, Chonan, Contestado
12, Cagador 30, Cagador 40 e Quitéria 595), ou seja, cultivares que precisam de vernalizagdo para a formacdo do bulbo, e um
segundo formado pelas cultivares seminobres (Gigante Curitibanos, Gigante Roxo, Gigante Roxdo, Gravata, Amarante e Cateto
Roxo) ou que ndo precisam de vernalizago para a formagdo do bulbo. As cultivares nobres e seminobres apresentaram 57,1% e
54,2% de similaridade, respectivamente. Pelos resultados, pode-se concluir que o marcador molecular RAPD foi eficiente em
separar dois grupos de cultivares de Allium sativum.

Termos paraindexacao: Allium sativum, RAPD, cultivares, divergéncia genética.

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the genetic diversity among twelve garlic cultivars, with RAPD molecular
marker. Six cultivars noble and six cultivars half-noble were tested. The analysis of grouping by genetic similarities was carried
out by the method of UPGMA with generated a dendrogram using the Jaccard index. Have the formation of two groups, being
the first group formed by the cultivars noble (Roxo Pérola de Cagador, Chonan, Contestado 12, Cagador 30, Cagador 40 and
Quitéria 595) those that need vernalization for the formation of the bulb and a second group formed by the cultivars half-noble
(Gigante Curitibanos, Gigante Roxo, Gigante Roxao, Gravata, Amarante and Cateto Roxo) which do not need vernalization for
formation of the bulb. The cultivars noble and half-noble presented 57,1% and 54,2% of similarity, respectively. The results
allowed to conclued that RAPD molecular marker were efficient in separating two groups of cultivars the Allium sativum.

Index terms: Allium sativum, RAPD, cultivars, genetic divergence.

(Recebido para publicagdo em 12 de maio de 2003 e aprovado em 26 de agosto de 2003)

INTRODUCAO surgiram por mutagdes somdticas e selecBes de

caracteristicas desejaveis pelos agricultores.

O dho, no Brasil, ocupa o quarto lugar em
importancia econdmica entre as hortaicas, sendo
superado apenas pelas culturas da batata, tomate e
cebola (FILGUEIRA, 2000). No pais, ha uma grande
guantidade de cultivares de alho e, segundo Souza et al.
(1978), a maioria das cultivares de aho existentes

O mercado brasileiro utiliza, comercialmente,
dois grandes grupos. um denominado de alhos nobres e
um segundo grupo conhecido como seminobres. Os
ahos pertencentes a0 grupo nobre possuem cabeca
redonda, com bulbos uniformes e grandes, apresentando
poucos bulbilhos. Os bulbos tem tdnica branca e pelicu-
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lade cor résea ou roxa, necessitando serem vernalizados
para bulbificacdo e apresentando sensibilidade ao
pseudoperfilhamento. Ja o grupo seminobre caracteriza-
se por possuirem alhos de cabega irregular, com bulbos
desuniformes e de tunica branca com pelicula branca a
levemente arroxeada, ndo necessitando de vernalizagdo
para a formagdo do bulbo. A separacdo entre e dentro
dos grupos ocorre, na maioria das vezes, com base em
caracteristicas morfoldgicas da planta, e isso requer o
plantio e certo periodo de tempo para que os fendtipos
sejam manifestados.

Lima (2001) ressalta que uma das maiores
dificuldades para a conservagdo e 0 mango
racional das espécies vegetais consiste na caréncia de
informacdes sobre os niveis e a organizacdo da
variabilidade genética em populacdes naturais e
bancos de germoplasma. Assim, a caracterizagdo da
variabilidade genética € uma das primeiras etapas
para que se possa organizar um programa de
conservagdo ou melhoramento de qualquer espécie
vegetal.

No estudo da diversidade genética entre e
dentro espécies vegetais, em especial as hortalicas, a
utilizacdo de marcadores moleculares para estudos da
diversidade genética em espécies vegetais tem sido
crescente nas Ultimas décadas (SAKIYAMA, 1993).
Entre os marcadores moleculares, a técnica de RAPD
apresenta vantagem sobre os demais marcadores, por
ser de fécil utilizagéo, requerer menor quantidade de
DNA, gerar grande nimero de polimorfismo, ser de
baixo custo e ndo ser influenciado por condicBes
ambientais (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Com o objetivo de gerar conhecimento sobre a
variabilidade genética em Allium sativum L. cultivados
no Brasil, redlizou-se 0 presente estudo com doze
cultivares de alho dos grupos nobre e seminobre por
meio de marcador molecular RAPD.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de
Biologia Molecular da EMBRAPA Milho e Sorgo,
localizado em Sete Lagoas’MG. Foram utilizadas
doze cultivares de aho, sendo seis classificadas
como nobres e seis classificadas como
seminobres.

As cultivares nobre utilizadas foram: Chonan,
Roxo Pérola de Cagador, Cagador 30, Quitéria 595,
Contestado 12, Cacador 40, todas provenientes do
Estado de Santa Catarina. No grupo das seminobres,
utilizaram-se as cultivares Gigante Roxo, Gigante
Roxd&o, Amarante, Cateto Roxo e Gravata, cultivadas em
Minas Gerais. Outra cultivar seminobre utilizada foi a

cultivar catarinense Gigante Curitibanos que, pelas
caracteristicas morfoldgicas, apresenta exigéncia
climética semelhante as cultivares tradicionalmente
plantadas em Minas Gerais, ndo necessitando de
vernalizagdo para plantio.

Extracéo e quantificagdo do DNA gendmico

Para a extracdo do DNA de Allium sativum, foi
utilizado o método de Saghai-Maroof modificado.
Foram utilizados 2,5 g do bulbilho descascado in
natura triturado em N, liquido com a adic¢éo de PVP.
Em seguida, o material foi transferido para um tubo
de centrifuga juntamente com 10 mL de tampéo de
extracdo (1 M de TrispH 7,5; 0,5 M EDTA pH 8,0; 5
M NaCl; 1% CTAB; 2% B-Mercaptoetanol) e
incubado a 65°C em banho-maria por 60 minutos,
sendo homogeneizado a cada 15 minutos. Em
seguida, os tubos foram retirados e deixados esfriar a
temperatura ambiente; sendo adicionados 10 mL da
mistura cloroférmio:octanol (24:1) e homogeneizado
por 10 minutos. A separacdo das fases organica e
aquosa foi realizada por centrifugacdo a 3.000 rpm
por 10 minutos, sendo o sobrenadante transferido
para outro tubo, e com a adicdo de 6 mL de
isopropanol gelado (-5°C), houve a precipitacdo dos
acidos nucléicos (DNA e RNA).

O precipitado foi removido com o auxilio de
uma alca de vidro para outro tubo contendo 3
mL de TE pH 8,0 (0,01 M Tris pH 8,0; 0,001 M de
EDTA pH 8,0), onde permaneceu incubado a
temperatura ambiente até sua completa solubilizag&o.
Em seguida, os é&cidos nucléicos foram novamente
precipitados pela adicdo de 3 mL de etanol absoluto
gelado, e transferido para tubos de Eppendorf
contendo 400 pL de TE pH 8,0. A quantificagcdo do
DNA foi realizada em gel de agarose 1%, por
comparacdo com padrdo de DNA de concentracdo
conhecida

A eletroforese dos produtos amplificados por
RAPD foi realizada a 100V em tampdo TAE (1mM
EDTA pH 8,0; 40 mM Tris pH 8,0; 20 mM de é&cido
acético) por 40 minutos e o gel posteriormente foi
tratado com brometo de etidio (10%) durante 20
minutos sob agitacdo, visualizado sob luz
ultravioleta, sendo a imagem do gel captada pelo
sistema de documentacdo “Eagle Eye” (Stratagene,
LaJdolla, CA, USA).

Amplificacdo do DNA

Cada reacdo de amplificacdo foi realizada em
volume final de 25 pL contendo 50 ng de DNA; 2,5 uL
tampdo PCR 10X; 2,5 mM dNPTS; 1 U de Tag DNA

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 28, n. 4, p. 764-770, jul./ago., 2004



766

Diversidade genética de cultivares de alho (Allium sativum L.) por meio de...

polimerase e 1 pL primer (4 uM). O processo de
amplificacdo foi realizado em um termociclador
GeneAmp PCR System, modelo 9600 (Applied
Biosystem, Palo Alto, CA, USA).

A programacao utilizada foi constituida por uma
temperatura de desnaturacdo de 95°C por 2 minutos,
seguido de 45 ciclos de amplificagdo composto por 3
etapas. A primeira fase foi a de desnaturagéo do DNA a
95°C por 1 minuto; a segunda fase promoveu o
anelamento dos primers a 40°C por 1 minuto; e a
terceira fase para a extensdo e incorporacdo dos
nucleotideos a 72°C por 2 minutos. Apods a redlizacdo
dessas etapas, a amostra continuou no termociclador a
temperatura de 72°C por 5 minutos.

Apbs o término do processo, foram colocados em
cada amostra 4 pL de corante (50% de orange e 50% de
xilene cianole), aplicados em gel de agarose a 1%, e 0s
fragmentos amplificados foram resolvidos  por
eletroforese a 100 V. Apds a eetroforese, o gd foi
incubado em solucdo de brometo de etidio (10%) durante
20 minutos sob agitacdo e, posteriormente, visualizado
sob luz ultravioleta, sendo as imagens captadas pelo
sistema de fotodocumentagéo “Eagle Eye” (Stragene, La
Jolla, CA, USA).

Anédlises dos produtos amplificados por RAPD

Foram utilizados para 0 estudo 4 kits de Primers
Operon (A, B, F e W), totalizando 80 primers. Os
fragmentos de DNA amplificados foram computados
pela presenca (1) ou auséncia de bandas (0). Foram
utilizadas para andlise somente as bandas
polimorficas.

Com o objetivo de verificar o minimo de
marcadores polimarficos necessarios para a estimativa
da similaridade genética entre as cultivares, foi realizada
andlise entre a correlagdo e desvio-padréo utilizando o
programa GQMOL (CRUZ, 1999), agrupando-se ao
acaso 0s 20 marcadores polimérficos, acrescidos de 10
marcadores sucessivamente até a utilizacdo de todos os
marcadores polimorficos.

Os indices de similaridade possibilitam gerar a
andlise de agrupamentos UPGMA (Unweigth Pair-
Group Method Arithmetic Average) estabelecendo a
relacdo entre as espécies. A similaridade genética
entre as cultivares de alho foi calculada com o
auxilio do software NTSY Spc 2,02 k (ROHLF, 1992).

Para a quantificagdo da similaridade genética,
podem ser utilizados indices de similaridade, entre os
guais destaca-se o indice de similaridade de Jaccard:

a
Sij

" (a+b+c)

Em que:

a= n° bandas presentes nos gendtiposi ej;
b = n° bandas presentes nos gendtiposi;

¢ = n° bandas presentes nos gendtiposj.

O erro associado (Sg;j) a cada similaridade (S;)
foi estimado conforme sugerido por Skroch et al.
(1992):

1-§ i

n-1
Em que: n = n° total de combinagdes a, b e ¢ para cada
par de gendtipos.

Os gendtipos geneticamente diferentes foram
identificados no dendrograma a partir da estimativa do
valor minimo de similaridade acima do qual os acessos
sd0 semelhantes. O valor maximo de similaridade
significativo (Sym) foi estimado pelo Teste de t, a0 nivel
de 1% de probabilidade:

Sgm=1-(txSsg;)

SS1J = Sljx

Em que:
t = o valor tabelado de t com n-2 graus de liberdade;

Ss,— = erro médio das comparagdes consideradas no
dendrograma.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Foram amplificados 279 fragmentos de DNA,
sendo 194 polimorficos e 85 monomdrficos, utilizando
80 primers de RAPD. Os gendtipos agruparam-se em
dois grupos bem distintos. O primeiro foi constituido
pelas cultivares nobres e 0 segundo, pelas seminobres.

Al-Zahim et al. (1997), estudando 27 acessos
das espécies de alho de diferentes paises, sendo 11
materiais de Allium sativum var. sativum, 11 de A.
sativum var. ophioscorodon e 5 de A. longicuspis,
utilizando 25 primers, encontram 292 bandas, sendo
63 polimorficas, que foram utilizadas na geracéo do
dendrograma. Segundo 0s autores, 0s acessos de
Allium sativum var. sativum foram agrupados em um
mesmo grupo, sendo as espécies A. sativum var.
ophioscorodon e A. longicuspis Regel agrupadas, por
RAPD, em um segundo grupo bem distinto do
primeiro.

Bradley et al. (1996), estudando 20 cultivares
de alho-australiano (Allium sativum) por RAPD, com
5 primers, encontraram 65 bandas polimorficas,
utilizando 5 primers, os materiais formaram 2 grupos,
com uma taxa média de similaridade na ordem de 58
a 97%, indicando alto nivel de variacdo genética.
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Observou-se um polimorfismo diferenciado nos
trabalhos acima citados e também na quantidade de
primer utilizado para 0 agrupamento das cultivares por
RAPD. Segundo Santos (1994), a utilizacdo de 100 a
200 fragmentos polimérficos dos dados para a andlise
de RAPD promove a confiabilidade dos resultados
obtidos. Entretanto, Colombo et al. (1998) ressaltam que
10 a 30 primers, gerando de 50 a 100 bandas
polimorficas, sdo suficientes para estimar relagles
genéticas dentro das espécies e entre elas.

No presente estudo, a andise de “bootstrap”,
realizada pelo programa GQMOL, mostrou que o
emprego de 60 bandas polimorficas seria suficiente para
gerar confiabiliadade na andlise da diversidade
genética das 12 variedades de A. sativum. Com 100
bandas polimdrficas, houve 99,08% de correlacdo e o
desvio-padrdo apresentava-se proximo de zero
(0,005109). Observa-se que a partir desse valor a
curva de correlacdo e o desvio-padréo ndo sofreram
alteracdes com o incremento de 94 bandas restantes.
Isso forneceu seguranca e confiabilidade dos
resultados obtidos neste estudo para divergéncia
genética utilizando marcadores RAPD.

Matriz de distancias genética, erro estimado e
similaridade genética

A matriz das distncias genéticas (Tabela 1)
fornece a porcentagem de similaridade entre todas as
doze cultivares de alho analisadas; com isso, foi
possivel construir uma figura gréfica ou dendrograma
(Figura 2), que facilita a observacgéo da relacéo entre
as cultivares e permite analisar os individuos e suas
semelhangas.

A andlise de divergéncia genética, feita com
base nas 194 bandas polimérficas selecionadas,
indicou, para o grupo nobre, que as cultivares
Contestado 12 e Quitéria 595 sdo mais proximas
entre si, com valor de Jaccard igual a 0,855. A
cultivar Roxo Pérola de Cacador é mais distante
geneticamente em relacdo a cultivar Cagcador 30, com
um valor médio de Jaccard igual a 0,452. Para o
grupo das cultivares seminobres, observou-se que as
cultivares Amarante e Gigante Curitibanos so as
mais proximas entre si (indice de Jaccard = 0,860) e a
cultivar Cateto Roxo mostrou-se mais distante
geneticamente em relagdo a cultivar Gravata (indice
de Jaccard = 0,429).
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FIGURA 1 - Andlises de “bootstrap” para a estimativa das distancias genéticas entre doze cultivares de a ho.
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TABELA 1 - Matriz de distancias genéticas entre as doze cultivares de alho analisadas.

R.P. Gig. Gig. Gig.

Cateto Cagador Quitéria Contestado Cagador

Chonan Cacador Roxo Curitibanos Roxao Amarante Roxo 30 595 12 40 Gravata
Chonan
R. P. Cagador 0,637
Gig. Roxo 0,282 0,299
Gig. Curitibanos 0,270 0,287 0,837
Gig. Roxéo 0,284 0,293 0,690 0,728
Amarante 0261 0,245 0,760 0,860 0,750
Cateto Roxo 0,253 0,290 0,542 0,538 0,641 0,534
Cacador 30 0,467 0452 0,375 0,371 0,313 0,395 0,293
Quitéria595 0550 0,584 0,379 0,375 0,350 0,348 0,307 0,646
Contestado12 0,569 0,555 0,385 0,381 0,323 0,379 0279 0,654 0,855
Cacador 40 0571 0525 0414 0,411 0,347 0,408 0,307 0,650 0,726 0,800
Gravata 0335 0,312 0,603 0,589 0,521 0,573 0429 0425 0,410 0,435 0,500

Cruz (1990) afirma que a andlise de agrupamento
tem como objetivo dividir um grupo origina de
observacbes em vérios grupos homogéneos, segundo
algum critério de similaridade ou dissimilaridade. Dias
(1998) informa que 0 agrupamento € importante para
sumarizar a informagéo contida na matriz de distancias.
De fato, pode-se observar pelo dendrograma o
agrupamento das 12 cultivares de alho em dois grupos
bem distintos, ou sgja, houve relagdo entre a regido de
cultivo das cultivares e a formacdo dos grupos. A
cultivar Gigante Curitibanos, que é cultivada no sul do
Brasil, foi originada em Minas Gerais, e pelo
dendrograma, essa cultivar foi agrupada conjuntamente
com as cultivares seminobres.

O dendrograma gerado pela andlise estatistica
(Figura 2) possibilitou a interpretagdo dos resultados
obtidos pela técnica de RAPD com as vantagens de
mostrar 0 grau de similaridade e possibilitar o
agrupamento das 12 cultivares de A. sativum.

O primeiro grupo foi formado pelas cultivares
nobres (Chonan, Roxo Pérola de Cagador, Cagador 30,
Quitéria 595, Contestado 12, Cacador 40). Essas
cultivares tém em comum a necessidade de serem
verndizadas antes do plantio nas Regides Sudeste,
Centro-Oeste e em alguns microclimas de baixas
temperaturas na Regido Nordeste. O segundo grupo foi
formado pelas cultivares seminobres (Gigante Roxo,
Gigante Roxd, Amarante, Cateto Roxo, Gravatd e
Gigante Curitibanos) ou que ndo precisam de
vernalizacdo para a formagdo do bulbo.

Foram obtidas 66 estimativas de similaridade
genética entre as 12 cultivares de aho com estimativa
média de 47% e amplitude de 24% a 86%. As cultivares
nobres formaram um grupo com 57,1% de similaridade e
as cultivares seminobres, um grupo com 54,2% de
similaridade.

As cultivares Chonan e Cagador foram similares
em 63,7%. Em estudos conduzidos por Siqueira et al.
(1985), essas cultivares foram reunidas no mesmo grupo
com relacdo aos padrBes isoenzimdticos de é&cool
desidrogenase, esterase, peroxidase e
fosofoglucoisomerase. Em outro estudo, Augustin e
Garcia (1993) observaram que as cultivares Chonan e
Cacador sdo muito semelhantes em formato de bulbo,
ndmero de bulbilhos e apresentam resisténcia moderada
aferrugem.

Augustin e Garcia (1993), avaliando 35 clones de
alho nacionais e introduzidos do Uruguai e Argentina
por andlise enzimética e de proteinas, obtiveram
coeficiente de similaridade variando de 0,71% a 0,96%,
mostrando haver elevado grau de semelhanca entre as
cultivares estudadas.

Quando se obtém dta diversidade genética entre
epécies vegetais, pode-se concluir que esse materia
encontra-se num estadio de pouca domesticagéo e, dessa
forma, uma cultura pouco manipulada pode ter seu
polimorfismo facilmente acessado, pois, para isso, €
necessario um pequeno ndmero de primers (XAVIER,
2001).
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FIGURA 2 — Dendrograma das distancias genéticas entre as 12 cultivares de alho, geradas pelo programa NTSY Spc
2.02 k. A linha de corte ao nivel de 1% de probabilidade representa o valor maximo significativo (Sym), acima da

gual as cultivares sdo consideradas semelhantes (0,88).

CONCLUSOES

Pelos resultados apresentados, pode-se concluir
que:

a) As cultivares s8o geneticamente distintas entre
si, apesar das semelhancas fenatipicas.

b) A técnica de RAPD é Util para caracterizar
geneticamente cultivares de alho (Allium sativum L.),
considerando a qualidade da amplificagdo e o nivel do
polimorfismo entre as cultivares.

c) A andlise da estabilidade do coeficiente de
similaridade genética por meio de bootstrap mostrou
gue 194 bandas polimorficas foram suficientes para uma
estimativa estavel da divergéncia genética entre as
cultivares de aho.
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