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RESUMO

A organizagdo da variabilidade genética de acessos de alhos mantidos em Bancos de
Germoplasma tem sido bastante investigada com marcadores morfolégicos e isoenzimaticos.
Porém, a informagdo obtida com esses marcadores tem sido considerada inadequada, devido
ao pequeno numero de marcadores disponiveis € a pequena por¢do gendOmica acessada,
respectivamente. Por outro lado, os marcadores genéticos baseados na andlise direta da
molécula de DNA, como RAPDs e AFLPs, permitem acesso a uma ampla regido, distribuida
ao acaso, devido sua capacidade multiplex e alto nivel de polimorfismo detectado. Assim, o
presente trabalho apresenta os resultados referentes (i) a avangos metodologicos e adequagao
de protocolos que possibilitaram o uso de descritores morfologicos e marcadores
1soenzimaticos, RAPD e AFLP, (ii) a caracterizagdao da diversidade genética acompanhada da
analise de agrupamento dos acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Allium sativum L. do
Estado de Santa Catarina, (iii)) bem como a analise comparativa envolvendo os diferentes
marcadores genéticos. Constatou-se através de analise multivariada que 10 descritores
morfologicos, dos 17 utilizados, foram de grande importancia para caracterizagdo dos 96
acessos de alho, sendo responsaveis por 63% da varia¢do total disponivel no conjunto de
dados. Cinco desses descritores sao recomendados pelo IPGRI para estudos de diversidade
genética desta espécie. Além dos cinco sistemas isoenzimaticos ja de amplo uso em alho, a
saber ACP, ADH, G6MDH, MDH e PGI, um sexto sistema, G2DH foi adaptado pela primeira
vez para alho. A andlise isoenzimatica revelou que as cultivares comerciais apresentaram
cinco padrdes diferenciados. Entre as 20 cultivares avaliadas o percentual de locos
polimorficos (P) variou de 0 a 57,1, sendo o valor médio 13,6%. A heterozigozidade variou de
0, observada em varios genotipos homozigotos, a 0,57 na cultivar Rei, pertencente a espécie
A. ampeloprasum. Tomando-se o grupo das 20 cultivares como uma populagdo, a
heterozigosidade foi de 0,136, sendo 86% o percentual de locos polimoérficos. No protocolo
otimizado para a técnica RAPD, 16% dos iniciadores testados amplificaram um total de 47
bandas sendo que dessas, 25 revelaram polimorfismo e foram utilizadas na avaliagdo dos
acessos. O maior avango obtido na adaptacao de protocolo da técnica AFLP foi a identificagao
de trés novas combinacgdes de iniciadores, e sua utilizacdo pela primeira vez na analise de
Alium sativum. O protocolo possibilitou um ntmero variavel de bandas polimorficas por
combinagdo, entre 13 e 20 bandas, dependendo da combinacdo utilizada. A caracterizagao
genética dos acessos de A. sativum, foi realizada a partir de 16 marcadores morfologicos, sete
locos isoenzimaticos, 47 marcadores RAPD, 48 marcadores AFLP e¢ com 95 marcadores
RAPD e AFLP agrupados. O grupo de 76 acessos de alho crioulo foi separado em trés grupos
de similaridade em todas as analises a que foram submetidos. No entanto, apenas 25 acessos
foram considerados inequivocadamente como genotipos distintos. Em todas as analises, as 20

cultivares comerciais foram separadas em sete grupos de similaridade, sendo detectado apenas



duas cultivares potencialmente duplicadas, uma de origem nacional e a outra de origem
chinesa. Os dendogramas de similaridade genética gerados a partir dos marcadores
isoenzimaticos, RAPD e AFLP, apresentaram elevada concordancia, sendo as correlagdes de
0,54 entre isoenzimas € RAPD, 0,64 entre isoenzimas € AFLP e de 0,89 entre RAPD e AFLP,
todas significativas pelo teste de Mantel. O grau de concordancia encontrado neste trabalho,
entre esses marcadores, foi superior ao encontrado em outros trabalhos de analise de
diversidade genética. Assim, as principais conclusdes deste trabalho foram: a) apesar da
espécie em foco ser de propagagdo praticamente assexuada, os valores de heterozigosidade
encontrados na andlise de isoenzimas, sugerem que existe uma quantidade razoavel de
variabilidade genética entre os acessos; b) a utilizagdo das técnicas moleculares mais
modernas, pode possibilitar maior grau de seguranca na discriminagdo, e conseqiientemente
na recomendacdo desses genotipos, para atender as diversas regides climaticas e c) o uso de
marcadores moleculares se mostrou adequado neste estudo e, a possibilidade de obtencao de
sementes botanicas de alho, abre espaco para o uso dessa técnica como suporte para a
ampliacdo das atividades dos programas de melhoramento através de cruzamentos,
aproveitando a variabilidade das linhagens segregantes. Os resultados referentes a avangos
metodoldgicos e adequacdo de protocolos, obtidos neste trabalho, representam uma
contribuigdo para a pesquisa, introducdo e avaliagdo de acessos de alho em Bancos de
Germoplasma. Porém, os resultados relacionados a caracterizagdo, notadamente aqueles
relacionados a parametros morfologicos, devem ser tomados com cautela, devendo-se
considerar a interacdo desses gendtipos com os diversos tipos de ambiente onde os mesmos

sdo avaliados.



ABSTRACT

The organization of the genetic variability of garlic accesses maintained in Germplasm
Banks has been widely investigated with morphologic and allozymic markers. However, the
information provided by these markers has been considered unsatisfactory, respectively due to
the small number of available markers and the small genomic portion accessed by them.
Alternatively, the genetic markers based on a direct analysis of the DNA molecule, like
RAPDs and AFLPs, permit access to a wide genomic region, randomly distributed, due to its
multiplex ability and high level of polymorphism detected. This research presents the results
related to: (i) methodological advances and protocol adjustment that made possible the use of
morphological descriptors and isozyme, RAPD and AFLP markers; (ii) The characterization
of the genetic variation accompanied by the grouping analysis of the entries of the Allium
sativum L. Germplasm Bank of Santa Catarina State, and (iii) the comparative analysis
involving the different genetic markers. Using the multivariate analysis it was found that 10 of
the 17 used morphological descriptors were very important to characterize the 96 garlic
entries, which responded for 63% of the total variation available in the database. Five of these
descriptors are recommended by IPGRI for studying the genetic diversity of this species. In
addition to the ACP, ADH, G6MDH, MDH, and PGI isozyme systems, the G2DH was now
adapted for garlic. The isozyme analysis showed that the commercial varieties had five
differentiated patterns. Among the 20 varieties evaluated, the percent of polymorphic loci (P)
varied from 0 to 57.1%, with an average of 13.6%. The heterozigosity varied from 0, observed
in various homozygotic genotypes, to 0,57 in the cultivar Rei, which belongs to the A.
ampeloprasum species. Considering the group of 20 varicties evaluated as a population, the
heterozygosity was 0.136, being 86% the amount of polymorphic loci. With the optimized
protocol for the RAPD technique, 16% of the primers tested amplified 47 bands. Twenty five
of these bands revealed polymorphism, and were used to evaluate the plant accesses. The
greatest advance obtained with the protocol adaptation of the AFLP technique was the
identification of three new combinations of primers, and its use by the first time in Alium
sativum analysis. The protocol made availabe between 13 and 20 polymorphic bands,
depending on the primers combination used. The genetic characterization of the Alium
sativum accesses was done form 16 morphologic markers, seven isozyme loci, 47 RAPD
markers, 48 AFLP markers, and 95 RAPD and AFLP grouped markers. The 76 accesses,
representing the country garlic landraces were separated in three groups of genetic similarity,
considering the index of 0.93 of genetic similarity in all analysis made with them.
Nevertheless, only 25 accesses were unquestionable considered as different genotypes. In all
analysis, the 20 commercial varieties were separated in seven groups by similarity. Only one
from Brazil and another from China were potentially duplicated varieties. The genetic

similarity dendograms generated from isozyme markers, RAPD, and AFLP, had high level of



agreement. There was a 0.54 correlation between isozymes and RAPD, 0.64 between
isozymes and AFLP, and 0.89 between RAPD and AFLP, all values statistically significant by
the Mantel test. The agreement level, found between these markers in this research, were
higher than those found in other genetic diversity analysis works. Thus, the main conclusions
of the present work were: a) although this species is of practically asexual propagation, the
heterozigosity values found in the isozyme analysis suggest that there is a reasonable genetic
diversity among accesses; b) the utilization of molecular techniques provided more assurance
in the discrimination, and, consequently, for further recommendation of these genotypes for
the different climatic regions, and c) the use of molecular markers was adequate in this study,
and the possibility for obtaining botanic garlic seeds gives way for the use of this technique as
support to increase the activities in the breeding programs, taking benefit from the variability
of the segregating lines. The results related to the method advances and protocol adequacy
obtained in this work become a contribution for research, introduction, and evaluation of
garlic accesses in Germplasm Banks. However, the results related to characterization,
especially those related to morphologic parameters, must be used carefully and must consider

the interaction of these genotypes with the environment where they are evaluated.



INTRODUCAO

A cultura do alho (Allium sativum L.), nos ultimos anos, tem demonstrado um
desempenho positivo nas exploragdes das lavouras realizadas nos principais paises produtores
tais como Argentina, Brasil, China, Estados Unidos e Egito. A China ¢ o maior produtor, ¢ a
cada ano vem expandindo suas fronteiras para a alhicultura, sendo responsaveis por
aproximadamente 56% da érea total plantada no mundo, gerando um volume de producdo de
8,7 milhdes de toneladas, o que representa um percentual de 72% da oferta mundial total
desse produto (Icepa, 2003).

O alho ¢ uma das hortaligas mais cultivadas no Brasil, e tem grande importancia
socio-econdmica, em especial nas regides Sul e Centro-Oeste. O uso intensivo de mao-de-
obra, tecnologia e capital, tem viabilizado a pequena e média propriedade nas regides frias
produtoras de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. No Estado de Santa Catarina a cultura esta
entre as quatro hortalicas mais cultivadas juntamente com a batata, cebola e o tomate, sendo o
segundo maior produtor no ano de 2001, passando para o quarto lugar no ano seguinte,
superado pelos Estados do Rio Grande do Sul, Minas Gerais ¢ Goias, que também
ultrapassaram a produtividade média catarinense. Apesar disso, o Estado de Santa Catarina
sempre se destacou, no cenario nacional com produtividades expressivas. Esta performance do
Estado no cenario nacional pode ser atribuida, principalmente, a adog¢do de técnicas modernas
de cultivo sugeridas pelos 6rgaos de pesquisa e extensao rural do Estado e das cooperativas de
produtores (Icepa, 2003).

Apesar da sua importancia, no Estado de Santa Catarina e também no pais, a producao
entrou em crise a partir de 1994, com o inicio da importagdo do produto da China e da
Argentina, a pregos bastante competitivos, inclusive com pratica de dumping comprovada.
Diante disso, os produtores brasileiros vém se empenhando para alcangar a auto-suficiéncia do
pais no abastecimento de alho, com adog¢dao de tecnologia adequada, aumento da area
cultivada, aumento da produtividade e utilizacdo de novas cultivares.

A maioria das cultivares de alho existentes no Brasil sdo originadas por meio de
selecdo e diferenciam-se quanto as exigéncias em fotoperiodo e temperatura, ciclo,
caracteristicas morfoldgicas, resisténcia a pragas e doencgas, ¢ produtividade. No entanto, tais
caracteristicas também podem ser afetadas por fatores ambientais (Mascarenhas, 1978).
Atualmente, no Estado de Santa Catarina, estdo sendo recomendadas as seguintes cultivares

de alho, as quais foram obtidas através de selecdo em Bancos de Germoplasma: Card,



Gigante, Contestado, Cagador, Jonas, Roxo Caxiense, Chonan e Quitéria (Mueller et al.,
2002).

No Sul do Brasil, a comprovagdo da superioridade em qualidade, produtividade e
existéncia de variabilidade do germoplasma de alho tem sido obtido através de coletas locais,
quando comparado ao introduzido de outras regides (Augustin e Garcia, 1993). Estas coletas,
por outro lado, revelam a existéncia de genotipos muito semelhantes e, com denominagdes
diferentes, variando com a localidade. Acessos que apresentam razodvel uniformidade, ja
poderiam ser caracterizados como novas cultivares (Biasi e Mueller, 1989).

O Estado de Santa Catarina mantém, através da Empresa Catarinense de Pesquisa
Agropecuaria e Difusdo de Tecnologia — EPAGRI, um Banco Ativo de Germoplasma de alho
composto de 110 acessos, a maioria resgatados das comunidades rurais do Estado, sendo
alguns deles cultivados em diversas regides de producao do Brasil. Considerando-se que o
Germoplasma de alho do nosso estado ¢ constituido por um elevado nimero de genotipos,
cuja diversidade genética ndo ¢ totalmente conhecida, o presente trabalho propde-se a
caracterizar geneticamente todos os acessos mantidos em conservagdo visando apoiar
programas de melhoramento genético dessa espécie, cuja meta principal ¢ fornecer material
genético para o desenvolvimento de novos genotipos que possuam caracteristicas de

importancia agrondmica e comercial.



1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 ORIGEM E BOTANICA DO Allium sativum L.

O alho ¢ uma espécie cultivada ha milhares de anos, sendo o seu centro de origem
principal as zonas temperadas da Asia Central, de onde se espalhou para a regido do
Mediterraneo, para constituir o centro secundario de expansao, onde suas virtudes sdo talvez
ainda mais consideradas do que em qualquer outra regido do mundo (Harvey, 1995).

Allium sativum L. é uma espécie diploide (2n = 16), assexuada ¢ vivipara (Jones e
Mann, 1983). Da familia Aliaceae, ¢ uma planta herbacea que atinge 0,40 - 0,70 m de altura,
dependendo da cultivar. Possui folhas lanceoladas, com o limbo medindo de 0,20 a 0,30 m de
comprimento. O pseudocaule é formado pelas bainhas das folhas, as quais se implantam em
um caule pequeno e achatado. Sob condi¢des climaticas favoraveis, as gemas do caule
desenvolvem-se formando cada uma um bulbilho, que em seu conjunto formam o bulbo. O
bulbo ¢ arredondado, as vezes levemente periforme, sendo constituido por 5 até 20 bulbilhos,
as vezes mais. Estes Ultimos tem geralmente morfologia ovoéide-arqueada, algo faciforme,
sendo envoltos por duas (raramente uma ou mais de duas) folhas protetoras (bracteas), de
coloracdo branca ou arroxeada. Os bulbilhos estdo ligados ao caule pela base, estando
recobertos por varias folhas, que em seu conjunto constituem a capa (tunica). A capa ¢
delgada, de coloragdo branca, arroxeada ou amarronzada, o que confere uma aparéncia suja ao
conjunto. Estas folhas tornam-se quebradigas, quando secas, possibilitando assim um preparo
para a embalagem e a venda. Na porcao basal do caule fica situado o sistema radicular. As
raizes formam um sistema radicular do tipo fasciculado, atingindo profundidades desde 40
até 82 cm. As folhas nascem na parte superior do caule, variando de estreitas a largas podendo
a superficie apresentar-se lisa ou com maior cerosidade. O escapo floral, quando presente, tem

sua origem no centro do bulbo (Harvey, 1995).

1.2 MELHORAMENTO GENETICO DO Allium sativum L.

A selecdo dos genitores e a caracterizagdo da variabilidade genética existente sdo
decisivos para o incremento de eficiéncia em programas de melhoramento (Barbosa Neto,
1996). Na implantagdo de um programa de melhoramento, uma das principais necessidades do

melhorista ¢ a identificagdo de plantas que possuam genes superiores em uma progénie



segregante (Weeden et al., 1994). O melhoramento de plantas, portanto, s6 ocorre com base
na variabilidade genética.

Embora o alho venha sendo cultivado desde épocas imemoriais, a base genética
utilizada ¢ reduzida e se concentra praticamente nos clones atualmente em cultivo. O alho
tem sido descrito como uma espécie estéril ou como planta tipica apomitica obrigatoria (Etoh,
1980). Portanto, o melhoramento classico dessa hortali¢a, com a utilizagdo de cruzamentos
para se aumentar a variabilidade genética, tem sido descartado devido a natureza reprodutiva
da mesma (Pooler e Simon, 1993). A propagacdo do alho tem sido feita assexuadamente por
meio de bulbilhos retirados da base da planta, ou por bulbilhos aéreos das inflorescéncias. Até
recentemente apenas clones estéreis tinham sidos relatados.

Segundo Takenaka (1933), o alho ¢ um hibrido estéril resultante do cruzamento de
duas espécies ancestrais férteis. Os botdes florais ndo conseguem competir com o rapido
desenvolvimento dos bulbilhos vegetativos aéreos. Entretanto, mesmo em clones onde ha
formagdo de botdes, as flores continuam estéreis na maioria dos clones, pois 0s microsporos
degeneram antes da mitose Koul & Gohil (1970). Para Novak (1972) e Etoh (1980, 1982),
ocorre uma degeneragdo do tapetum das anteras. Outro mecanismo proposto para a
esterilidade ¢ a existéncia de doengas degenerativas, como as causadas por virus e
micoplasmas, interferindo na reproducdo sexual (Konvicka, 1973; Konvicka et al., 1978).
Entretanto, Etoh & Ogura (1977) observaram que as anomalias morfologicas encontradas nas
flores de alho ocorreram associadas a esterilidade, e que essas anormalidades poderiam estar
contribuindo para a mesma. Posteriormente, Pooler & Simon (1993), sugeriram que a
producdo de gametas balanceados estaria sendo reduzida significativamente, devido a
acumulo de aberragdes cromossdmicas, como aneuploidia, translocagdao e/ou inversdes, dado
o fato da espécie ter sido propagada assexuadamente por muitas geragdes.

Varias tentativas tém sido feitas para a producdo de graos de podlen férteis e,
conseqiientemente, a produgdo de sementes de alho. Etoh (1980) tentou obter poélen na
cultivar Shanhai-Wase, originaria da China, pois nesta regido produz inflorescéncia contendo
abundancia de botoes florais. Entretanto, apesar do cultivo de inflorescéncia em meio de MS
acrescido de tetraciclina, ou em agua destilada com a presenca de tetraciclina, o0 mesmo autor
conseguiu obter graos de poélen binucleados, porém nenhum fértil.

O clone Moscou 130 foi produzindo com graos de pdlen vidveis, dentre uma colegao
de 153 cultivares de alho (Etoh, 1983). Apds realizado a auto-fecundagdo, este autor obteve
27 sementes oriundas de 13 ovérios, de um total de 76 polinizados. Apos escarificagdo, sete

plantulas foram obtidas. Esse autor sugeriu que outros clones férteis poderiam ser encontrados



na regido de origem do alho. Kononkov (1953), citado por Etoh (1985), reportou a producao
de sementes botanicas de alho a partir de um clone fértil obtido de uma colecdo oriunda da
presumida regido de origem do alho na Asia.

Uma das hipdteses correntes ¢ a de que o alho provavelmente evoluiu de formas férteis
para estéreis, € que clones férteis poderiam ainda sobreviver na area de origem da espécie.
Etoh (1983) coletou 31 clones na regido da Asia Central da ex-Unido Soviética, nas fronteiras
com o Afeganistdo, Ira e China. Apos florescimento em campo no Japao, a anélise do indice
de fertilidade de polen resultou em valores vidveis de 19,6 a 90,3% em 14 clones coletados.
Clones macho-estéreis com 6vulos férteis também foram identificados. Sementes verdadeiras
foram obtidas apds intercruzamentos entre os clones férteis, associados com a eliminagado dos
bulbilhos aéreos. O autor também estabeleceu a associa¢do entre a cor das anteras ¢ a
fertilidade do pdlen produzido. Todos os clones com antera de cor purpura produziram pdlen
fértil na antese; os com anteras amarelas produziram apenas pélen estéril.

Allium longicuspis tem sido considerada como espécie selvagem predecessora de A.
sativum (McCollum, 1976). Cruzamento interespecifico entre A. longicuspis x A. sativum,
resultou em hibridos com pareamento adequado de cromossomos na meiose, com oito
bivalentes na maioria das células maes de graos de polen, e portanto, com grande potencial
para produzir sementes (Etoh, 1985).

Posteriormente, Pooler & Simon (1993) obtiveram semente verdadeira de alho em
onze dentre 150 clones de A. solani x A. longicuspis, provenientes de diferentes paises,
incluindo a Polonia, Brasil e a ex-Unido Soviética. Os bulbilhos aéreos foram removidos das
inflorescéncias e estas foram cortadas e colocadas em recipientes com agua. No periodo de
1988 a 1992 foram obtidas 563 sementes verdadeiras de alho, das quais cinco produziram
plantas e bulbos. Os autores confirmaram ser a producdo de sementes altamente dependente
das condigdes ambientais e de ser clone-especifica. Exposi¢dao a sol intenso e calor ou
periodos prolongados a temperatura abaixo de 18° C reduziram a produgdo de forma
acentuada. Aproximadamente entre 80 a 90% das sementes eram constituidas apenas dos
envoélucros, sem embrido ou endosperma. J4 a metade das plantulas eram vigorosas, porém
sofreram anormalidades durante o desenvolvimento, morrendo no estagio de 2-3 folhas.

Portanto, a caréncia de reprodugdo sexual em alho (Allium sativum L.) e a falta de
recombinacdo meiotica limitam a criagdo de recombinantes nessa espécie, pois ha somente
acumulacdo de mutagdes somadticas. Esta menor variabilidade natural e a impossibilidade de
reprodugdo por cruzamentos artificiais, faz com que o alho seja uma das espécies cultivadas

com maiores limitagdes em se aplicar os métodos convencionais de melhoramento (Burba,



1993). Assim, as possibilidades se reduzem na aplicacao de sele¢des sobre os materiais ja
existentes e, portanto, o éxito dependera mais do que nunca da variabilidade genética existente

em bancos de germoplasmas.

1.3 MARCADORES GENETICOS

Mesmo antes que a correlagdo entre um ou mais marcadores moleculares e locos
genéticos que controlam caracteristicas de interesse agrondmico seja estabelecida, a
disponibilidade de uma bateria de marcadores moleculares, por si sO, ja permite empreender
imediatamente uma série de estudos importantes dentro de um programa de melhoramento.
De um modo geral, diversas aplicagdes de marcadores moleculares em melhoramento
genético podem ser distribuidas em aplicacdes cujos resultados apresentam expectativas de
curto, médio e longo prazo. As aplicagdes de curto prazo envolvem, basicamente, a
identificacdo e discriminag¢do de gendtipos. Nas aplicagdes analiticas de médio-longo prazo,
os marcadores permitem quantificar a variabilidade genética existente ao nivel de seqiiéncia
de DNA e correlaciona-la com a expressdo fenotipica em procedimentos de mapeamento
genético. Nas aplicacdes sintéticas, esta informacdo molecular gerada na fase analitica ¢
integrada as metodologias de selecdo e recombinac¢do de gendtipos como uma ferramenta
adicional para promover avanco genético (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Marcadores
moleculares t€ém se tornado ferramentas fundamentais na constru¢do de mapas genéticos de
genomas eucariotos, ¢ tém permitido a clonagem de genes que podem ser utilizados no
melhoramento via transformacio génica. E importante ressaltar que a literatura de marcadores
moleculares dispde de um grande nimero de estudos de natureza analitica, porém raros sao os
exemplos de utilizagdo da tecnologia na sintese de materiais melhorados. A integracdo efetiva
de metodologias de marcadores moleculares no processo de melhoramento representa, ainda,
o principal desafio na area. (Mueller e Wolfenbarger, 1999).

Apesar de apresentarem resultados que possibilitam a andlise da diversidade e a
vantagem de indicar o valor adaptativo dos gendtipos em um determinado ambiente,
caracteristicas morfométricas sdo em geral altamente influenciadas por fatores ambientais,
além de suscetiveis a pleiotropia e controle por varios genes simultaneamente. Os critérios
mais praticos que se tem utilizado para agrupar tipos clonais, ou populagdes clonais, estao
relacionados as caracteristicas anatomicas e morfoldgicas, requerimento de frio e fotoperiodo

e capacidade de emissdo de haste floral (Burba e Alemany, 1988).



Os marcadores isoenzimaticos tem sido uma importante ferramenta para os estudos
genéticos, sendo obtidos através de uma técnica simples, acessivel e de custo relativamente
baixo, pois permite andlises diretas pela identificacdo de bandas polimorficas em gel de
amido. Contudo, esses marcadores tem a desvantagem de representar uma pequena parcela do
genoma, com acesso a pequeno numero de locos e de alelos por loco, os quais detectam um
nivel de polimorfismo insuficiente entre os genotipos (Gouldo et al., 2001). Além de que, nao
oferecem uma analise direta no potencial de variacdo presente no genoma, sao sujeitas a
diferentes expressdes de genes, os quais podem variar entre tecidos, e estadios de
desenvolvimento.

Com o desenvolvimento da técnica de PCR, foram desenvolvidos métodos que sdo
baseados na amplificacgdo do DNA gendmico a partir de iniciadores que detectam
polimorfismo especifico de fragmentos de DNA. Dentre estes, os mais conhecidos e utilizados
sdo RAPDs (Williams et al., 1990; Welsh e Mcclelland, 1990), ¢ AFLPs (Vos et al., 1995).
Alguns estudos com estes marcadores tém sido realizados com a espécie: RAPD (Maass e
Klaas, 1995; Bradley et al., 1996; Al-Zahim et al., 1997, AFLP (Ipek e Simon, 2001).

Marcadores RAPD tém sido utilizados no melhoramento de plantas para identificar
regides genomicas. Este marcador pode detectar rapidamente um grande numero de
polimorfismo genético, por isso, tém sido bastante utilizado para criagdo de mapas genéticos
em um namero significativo de espécies: Malus domestica (Hemmat et al., 1997), Citrus
(Cristofani et al., 1999), Vitis (Dal Bo, 1998), Pyrus pirifolia (Iketani et al., 2001), Actinidia
spp (Testolin et al., 2001), Mangifera indica (Kashkush et al., 2001) e Prunus persica
(Chaparro et al., 1993).

A natureza destes marcadores RAPDs ¢ dominante (Mueller e Wolfenhagem, 1999) e a
sua utilizagdo tem sido bastante atrativa por ser uma técnica bastante simplificada, de modesto
custo e possibilita gerar um grande niumero de marcadores em pouco tempo. Esta técnica
também tem a vantagem, que mesmo sem o conhecimento prévio do genoma, muito pouca
quantidade de DNA por analise ¢ requerida (Gouldo et al., 2001).

A técnica de AFLP (amplified fragment lenght polymorphism ou polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados) ¢ um dos mais recentes métodos de impressao
digital de DNA baseado na amplificacdo seletiva de fragmentos de DNA clivados (Vos et al.,
1995). O ensaio combina a especificidade, resolugdo e poder de amostragem da digestao de
enzimas de restricdo com a velocidade e praticidade de detec¢do do polimorfismo via PCR

(Chalhoub et al., 1997). Entretanto, a enzima de restri¢do a ser utilizada ¢ o nimero e natureza



seletiva dos nucleotideos podem variar, dependendo da complexidade do genoma de DNA
(Vos et al., 1995; Zebeau, 1993).

O método permite uma co-amplificagdo especifica de um grande numero de fragmentos
de restri¢do. O numero de fragmentos que podem ser analisados simultaneamente, entretanto ¢
dependente dos sistemas da resolucao utilizados. Tipicamente 40-100 fragmentos sao
amplificados e detectados em gel de poliacrilamida (Vos et al., 1995).

O grande numero de locos, revelando um grande polimorfismo, produz uma alta
complexidade de impressdes de DNA, a qual pode ser utilizada para analise da diversidade
genética (Ipek e Simon, 2001). A vantagem que mais destaca este marcador dos demais ¢
indiscutivelmente, o grande nimero de fragmentos que sdo gerados e resolvidos em um unico
gel. Esta caracteristica também ¢ chamada de “indice de multiplex do ensaio AFLP”, ou seja,
o nimero de marcadores simultineos analisados (Peleman et al., 1995). A principal
desvantagem do AFLP ¢ a dificuldade em discriminar o heterozigoto dos homozigotos.
Entretanto, por causa da facilidade e rapidez com que ¢ realizado, e a alta resolucdo, o AFLP ¢
emergente como uma poderosa ferramenta molecular em estudos de discriminacao de
gendtipos, mapeamento e evolucdo (Miieller e Wolfenbarger, 1999).

A justificativa para a utilizacdo destes marcadores moleculares estd baseado na
necessidade de se complementar os estudos com marcadores morfoldgicos e isoenzimaticos,
aqui propostos, para a caracterizacdo genética do alho. Portanto, o emprego destas técnicas
serda complementar para criacdo e selegdo de novos genotipos. A aplicagdo rotineira destes
marcadores capacitaria de uma forma segura e correta a caracterizagdo genotipica de
populagdes de alho e outras espécies, acelerando o processo de selecdo, reduzindo avaliagdes

e aumentando a eficiéncia de selegao.

1.4 MARCADORES GENETICOS NA ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA DE

Allium sativum L.

Os conhecimentos atuais existentes sobre a diversidade genética do alho sao
resultantes principalmente de trabalhos realizados a partir de analise de caracteristicas
morfologicas e utilizando-se marcadores bioquimicos isoenzimaticos, mas pouco se
desenvolveu para a utilizacdo de marcadores baseados na andlise direta da molécula de DNA.
A grande maioria dos estudos de diversidade genética de genotipos de alho no Brasil foram
realizados com marcadores morfoldgicos e isoenzimaticos, com pequeno nimero de acessos,

e pouco eficientes na detec¢do de polimorfismo (Siqueira et al., 1985, Augustin e Garcia,



1993. Comparando 58 clones nacionais com 15 oriundos da Iugoslévia, Estados Unidos e
Franga, Siqueira et al. (1985) evidenciaram nestes maior variabilidade genética. Os autores
conseguiram diferenciar apenas dois grupos de clones nacionais com base em quatro sistemas
enzimaticos estudados sugerindo no entanto, a necessidade do uso de mais marcadores.
Augustin & Garcia (1993) detectaram através de classificacdo isoenzimatica e morfologica
elevado grau de similaridade genética em cultivares de alho de maior expressdao no Sul do
Brasil. Em outro estudo com 89 acessos de alho, Menezes Sobrinho et al. (1999), utilizaram
27 variaveis de caracteres morfoldgicos e obtiveram treze grupos de genotipos. No mesmo
estudo, as varidveis que mais contribuiram para distingdo morfologica dos grupos, através de
analise de componentes principais, foram: altura de plantas aos 90 dias; cor dos bubos;
numero de bulbilhos por bulbo e peso médio de bulbos na colheita.

Estudos de diversidade genética em clones de cebola e alho com vérios sistemas
enzimaticos também fora realizados por Maass e Klaas (1995). No entanto, detectaram baixo
nivel de polimorfismo, sugerindo que as isoenzimas sdo pouco informativas para descrever a
variabilidade genética dessas espécies. Ipek e Simon (2001) comparando os marcadores
AFLP, RAPD e Isoenzimas, detectaram as seguintes correlagdes: 0,96 entre AFLP e RAPD;
0,55 entre AFLP e Isoenzimas e 0,57 entre RAPD e Isoenzimas. No mesmo estudo, a
comparagdo de dendogramas gerados a partir de AFLP e RAPD, indicou concordancia
elevada entre os dois marcadores que agruparam com uma correlagao de 0,96. Concluem que,
embora todos os marcadores estudados fossem informativos, a analise de AFLP gerou 183
padrdes de bandas polimorficas com tamanho de fragmentos variando de 67 a 457 pares de
base, com isso, detectando polimorfismo com maior eficiéncia em relagdo aos outros

marcadores genéticos.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral, avaliar o grau de diversidade genética
existente entre todos os acessos de alho que compdem o Banco Ativo de Germoplasma do

Estado de Santa Catarina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sao objetivos especificos desta pesquisa:

1) Adaptar um protocolo para extracdo de DNA de Allium sativum;

2) Identificar novos sistemas isoenzimaticos pra caracterizagao genética de Allium sativum;
3) Adaptar protocolos de técnicas moleculares RAPDs e AFLPs para Allium sativum;

4) Estimar indices de diversidade e de similaridade genética entre os acessos;

5) Identificar acessos duplicados através de analise de similaridade genética;

6) Identificar os descritores mais eficientes na discriminacao de genotipos de alho.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 GERMOPLASMA AMOSTRADO

O Banco Ativo de Germoplasma de alho (BAG Alho) esta instalado na Epagri/Estag¢ao
Experimental de Cagador-SC, local cujas coordenadas geograficas sdo as seguintes: Latitude
Sul, 26° 46’ 32°’; Longitude Oeste, 51° 00° 50°°; Altitude ~ 950 metros.

As coletas dos acessos crioulos (variedades cultivados hé varios anos na mesma propriedade)
foram iniciadas pela Epagri no ano de 1999, em 48 municipios das regides Norte, Alto Vale
do Itajai, Oeste e Meio Oeste do Estado de Santa Catarina, € em dois municipios do Estado do
Parana. Apods a coleta, encerrada no ano de 2001, os materiais foram plantados
separadamente, em parcelas compostas de 10 (dez) plantas por acesso, de modo a preservar a
identidade e possibilitar um acompanhamento e avaliagdo dos mesmos.

O Banco Ativo de Germoplasma amostrado ¢ formado pelos seguintes acessos: Variedades
crioulas nacionais (76 acessos); Variedades cultivadas nacionais (9 acessos); Variedades
cultivadas Argentinas (3 acessos); Variedades cultivadas Chinesas (5 acessos), Variedades
cultivadas Mexicana (1 acesso) e Variedade cultivada Russa (lacesso), além de um acesso da
espécie Allium ampeloprasum. Algumas variedades comerciais nacionais sdo cultivadas ha
mais de 25 anos em Santa Catarina e em outras regides produtoras do pais, ja as variedades
estrangeiras, foram introduzidas no Brasil no decorrer dos ultimos trinta anos, sendo que
algumas delas ja sao cultivadas comercialmente no pais.

Assim, 96 acessos foram tomados para o presente estudo.

3.2 CARACTERIZACAO GENETICA

Para caracterizagdo genética, foram empregados quatro diferentes tipos de marcadores:

morfologicos, isoenzimas, RAPD e AFLP.

3.2.1 Caracterizacdo Morfoldgica (Descritores Morfoldgicos)

A caracterizacdo foi realizada com base em descritores minimos estabelecidos pelo
IPGRI (International Plant Genetic Resources, 2001). As observagdes foram efetuadas aos

100 dias apds o plantio, durante a estacdo de cultivo de 2002, em amostras compostas por 10



plantas por acesso e foram utilizados os seguintes parametros para a caracterizacdo das
amostras: 1) altura de plantas, medida desde o nivel do solo até o 4pice da folha de maior
comprimento; 2) comprimento da 4* folha; 3) largura da folha, medida na regido mediana da
4*  folha; 4) numero total de folhas verdes; 5) angulo de inser¢do das folhas com o
pseudocaule; 6) peso de bulbos; 7) numero de bulbilhos por bulbo; 8) formato transversal do
bulbo, variando de 1 a 3 (1= chato, 2= codiforme, 3= circular); 9) posicdo do disco basal,
variando de 1 a 3 (1= proeminente, 2= fundido, 3= em nivel); 10) forma de distribui¢ao dos
bulbilhos no bulbo, variando de 1 a 3 (1= regular multi-conchas, 2= regular dupla ¢lice, 3=
regular radial multi-dentado); 11) cor da tinica dos bulbos, classificados com notas de 1 a 3
(1= branco, 2= pérola, 3= branco-arroxeado); 12) cor da tinica dos bulbilhos, variando de 1 a
3 (1= pérola, 2= rosado, 3= roxo); 13) formacdo de haste floral, variando de 1 a 4 (1=
ausente, 2= baixa, 3= média, 4= alta); 14) presenc¢a de bulbilhos aéreos, variando de 1 a 2 (1=
ausente, 2= presente); 15) densidade foliar, variando de 1 a 3 (1= baixa, 2= média, 3= alta);
16) arquitetura da planta, (porte) variando de 1 a 3 (1= ereta, 2= semi-ereta, 3= decumbente) e
17) ciclo da planta, sendo classificado com precoce ( 4 a 4,5 meses); ciclo médio ( 4,6 a 5,5
meses) e tardio (acima de 5,6 meses).

Para analisar os dados foi aplicado as técnicas de andlise de agrupamento e Analise de
Componentes Principais para distingdo de grupos de germoplasma em diferentes
conglomerados e para determinagdo das varidveis mais importantes na discriminagdo de
grupos. Antes da aplicagdo desses procedimentos estatisticos, as varidveis foram
estandardizadas para eliminacao do efeito das unidades.

As andlises foram realizadas empregando-se o programa XLSTAT, versdao 7.0/2003

(http://www.xlstat.com/demoe.html), acessado em 20/02/2004.

3.2.2 Eletroforese de Isoenzimas
3.2.2.1 Obtencéo das Amostras Foliares

Foram testados dois tipos de tecidos: folha e raiz. Amostras de 96 acessos do Banco
Ativo de Germoplasma da Epagri/Estagdo Experimental de Cagador-SC foram coletadas e

submetidas a extragcdo de proteinas e separacao atraves de eletroforese.

3.2.2.2 Preparacéo do Gel e Solucdes Tampdes Gel/Eletrodo


http://www.xlstat.com/demoe.htm

Empregou-se a técnica de eletroforese de isoenzimas em gel de amido de milho
(Penetrose 30; Refinagdes de Milho, Brasil LTDA, Mogi Guacu-SP), 13% (p/v), pesando-se
39 g de penetrose para um volume de 300 ml de solugdo tampao. A solugdo foi aquecida em
forno microondas e ap6s a dissolucao do amido, foi vertida em formas de acrilico horizontal.
Assim que atingisse a temperatura ambiente, o gel foi coberto com uma placa de vidro e
levado para a geladeira, onde permaneceu até a sua utilizacdo. Foram testados duas solucgdes

tampoes eletrodo/gel (Tabela 1).

Tabela 1. Sistemas de tampéo eletrodo/gel, testados em Allium sativum (Florian6polis-SC,
CCA/UFSC, 2003).

X TAMPAO X A
DENOMINACAO ELETRODO TAMPAO GEL REFERENCIA
Tris-Citrato (TC) Tris (0,233 M) Dilui¢ao a 3,5% do tampao

Acido citrico (0,086 M) | eletrodo Afenas etal,

(pH 7,5) 1991
Citrato morfolina| Acido citrico 7,68 g/l Diluigdo 1:20 do tampao | ~pafiack e Pittel
(CM) Morfolina (pH 6,1) eletrodo 1984

A extragdo das isoenzimas foi realizada em tecido fresco em placas de louga
adicionando-se duas gotas de solugdo extratora constituida de 2,6mM Bissulfito de sodio, 2,5
mM de borato de sodio, 5,8mM de DIECA, 3 mM de DTT, 0,034 M Fosfato de sodio
bibésico, 5,7 mM L-acido ascorbico, 0,2% (v/v) 2-mercaptoetanol, 1% (p/v) polietilenoglicol
6000, 2,56% (p/v) PVP 40 e 20 mM sacarose (Alfenas et al., 1991), 10 mg de
polivinilpirrolidone (PVP) e 30 mg de areia lavada (24 h em agua corrente, 24 h em acido
sulfurico e 24 h em 4gua corrente).

O gel e os tampdes foram previamente resfriados a 4°C antes do uso. Apds a
maceragdo das amostras com a solucdo extratora, essas foram aplicadas no gel através de tiras
de papel filtro, deixando-se um espago entre amostras no gel de 3 mm. Foram adicionados nas
laterais de cada gel, papéis embebido em solu¢do de azul de bromofenol, utilizado como
indicador da migracao das proteinas. O aparato contendo gel foi apoiado sobre duas cubas

contendo a solugdo tampao do eletrodo. Foi utilizado como ponte de ligacdo entre o gel e



tampao de eletrodo pano tipo perfex duplo. As tiras de papel filtro foram retiradas apos 20
minutos de corrida.

Durante o periodo de migragdo os géis foram mantidos a temperatura de
aproximadamente 5°C. O gel foi submetido a uma corrente constante 100 volts e amperagem
constante de 20 mA durante os primeiros 20 minutos. No final deste periodo, apds a remogao
dos papéis filtro, a voltagem foi elevada para 200 volts e a amperagem para 40 mA durante 1
h. Seguiu-se a corrida com 300 volts ¢ manteve-se a amperagem em 40 mA durante duas a
trés horas, ou até que o marcador azul de bromofenol atingiu 8 cm de migracao. O tempo de
duragdo de uma corrida foi de aproximadamente 4 horas em média.

Duas horas antes do término da corrida, foram pesados os reagentes e os cofatores
para serem misturados minutos antes da coloragdo. O gel foi removido das cubas e com
auxilio de um fio de nylon, cortado horizontalmente em 6 fatias de aproximadamente 1,5 mm
de espessura. Apenas cinco fatias foram usadas para a colorimetria com o descarte da primeira
fatia. As fatias foram colocadas em travessas de porcelanas, sobre as quais foi adicionado uma
solucao contendo componentes necessarios para a coloragao de cada enzima especifica.

As travessas de porcelanas foram colocadas em estufa a 37°C até que ocorresse a
revelacao, tempo que variou de 30 minutos a 12 horas dependendo do sistema isoenzimatico.
Ap0s o aparecimento das bandas, retirou-se a solucdo e lavou-se o gel com 4gua destilada. S6
entdo foi feita a interpretacao dos géis.

Foram testados 21 sistemas isoenzimaticos nas diferentes camadas do gel (Tabela 2),

empregando-se receitas descritas por Alfenas et al. (1991).



Tabela 2. Sistemas enzimaticos (colora¢ao) testados para eletroforese de isoenzimas em
Allium sativum L. (Florianépolis-SC, CCA/UFSC, 2003).

Enzima Cddigo Sigla
Fosfoglucose Isomerase EC5.3.19 PGI
Malato Desidrogenase EC1.1.1.37 MDH
Fosfoglucomutase EC54.22 PGM
Xiquimato Desidrogenase EC1.1.1.25 SKDH
Peroxidase EC1.11.1.7 PRX
Isocitrato Desidrogenase EC1.1.1.42 IDH
Alcool Desidrogenase EC1.1.1.1 ADH
Fosfatase Acida EC3.1.3.2 ACP
Glutamato Desidrogenase EC14.1.2 GTDH
Glucose 6-Fosfato Desidrogenase EC1.1.1.49 G6PDH
Alfa-Esterase EC3.1.1.1 a-EST
Beta-Esterase EC3.1.1.1 B-EST
Enzima Malica EC1.1.1.40 ME
Manitol Desidrogenase EC 1.1.1.67 MADH
Leucina Aminopeptidase EC3.4.11.1 LAP
Glutamato Oxaloacetato Transaminase EC2.6.1.1 GOT
Superoxido Dismutase EC1.15.1.1 SOD
Glucose Desidrogenase EC1.1.1.47 GDH
Glicerato 2-Desidrogenase EC1.1.1.29 G2DH
6-Fosfogliconato Desidrogenase EC1.1.1.44 6PGDH
Fosfatase Alcalina EC3.1.3.1 ALP

ApoOs a revelacdo das enzimas, foi realizada a interpretacdo dos zimogramas,
considerando a estrutura quaternaria da enzima e, posteriormente, definido o genétipo de cada
acesso estudado. A interpretacdo dos zimogramas foram realizadas baseando-se na distancia

de migracdo de cada fragmento, convencionando-se o alelo 1 como o mais freqiiente e os



demais por ordem de maior distancia de migracao. Além disso, fotografou-se os géis, que
serviram como documentag¢do permanente da espécie em estudo.
Foi obtido os valores da mobilidade relativa (Rf) de cada banda, conforme citado por

Ferraz et al. (1994), onde:

Rf=Di/dbx 100

Sendo:
Rf = migrac¢ao relativa ao marcador bromofenol;
Di = distancia da origem a banda em questao;

Db = distancia da origem até a posicao média do do marcador de bromofenol.

3.2.2.3 Analise dos Dados

A partir da interpretacdo dos zimogramas, foram calculadas, para os 20 acessos, as
freqiiéncias alélicas, e os indices basicos de diversidade: porcentagem de locos polimorficos,
numero médio de alelos por loco e heterozigosidade. As estimativas de similaridade genética

entre os acessos foram obtidas através das estimativas nao viezadas de Nei (1978).

a) Frequéncias Alélicas

As freqliéncias alélicas foram estimadas empregando-se o programa BIOSYS-2

(Swofford & Selander, 1989), conforme:

N
pij=nij/n;
sendo:
N
p ij = freqiiéncia do alelo i1 na populacdo j;
n ;; = namero de ocorréncias do alelo 1 na populacdo j;

n; =numero total de alelos amostrados na populagio j.

b) Indices de Diversidade

A porcentagem de locos polimorficos (P) foi estimado dividindo-se o nimero de locos

polimérficos pelo nimero total de locos estudados.



P = (n° de locos polimérficos / n° total de locos) x 100

Um loco foi considerado como polimérfico para cada grupo estudado (acesso) quando

a freqiiéncia do alelo mais comum nao ultrapassou 95% Nei (1987).

O niimero médio de alelos por loco (A) foi estimado dividindo-se o ntimero de alelos

em todos os locos pelo nimero total de locos estudados.

A=Yk /r
Onde:

>'ki = somatorio do nimero de alelos em cada loco

r = namero de locos

A heterozigosidade observada (H,) foi obtida pela média entre os locos do niumero de

individuos heterozigotos dividido pelo nimero de individuos amostrados (Nei, 1973).

H, = [(Spy) /nl/1

Onde:

(2_pij) = somatorio dos heterozigotos (1 # j);
n = numero total de individuos;
|1 = nimero de locos.
A heterozigosidade esperada (H.) foi obtida empregando-se o estimador ndo viezado

de Nei (1978):

N AN

H.=2n(1-Yp?)/@2n—-1)=n;; /n;

Sendo:

A

P i = freqiiéncia do alelo i.

As estimativas de P, A, Ho e He foram obtidas empregando-se o programa BIOSYS-2
(Swofford & Selander, 1989).



C) Similaridade Genética

A similaridade genética entre os 20 acessos foi determinada através das estimativas
ndo viezadas de Nei (1978). Para o célculo foi empregado o programa BIOSYS-2 (Swofford
& Selander, 1989).

3.2.3 Marcadores RAPD
3.2.3.1 Extracao de DNA total de Allium sativum L.

Folhas de plantas jovens do Banco Ativo de Germoplasma da Epagri/Estagao
Experimental de Cagador-SC foram coletadas, acondicionadas em caixas térmicas com gelo e
transportadas até o laboratorio. As amostras foram mantidas a -20° C até o momento da
extragao.

O DNA das amostras foi extraido com base no protocolo proposto por Vieira (2002),
para ameixeira. Em cadinhos de porcelana, adicionou-se 0,2 g de tecido, que foi moido em
nitrogénio liquido até virar pd. Apos este procedimento, acrescentou-se 700 pl de tampao de
extragdo (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCL, pH 8,0; 1% PVP-40 e
0,2% P-mercaptoetanol). A solugdo CTAB forma um complexo com o DNA.
Subseqiientemente, os polissacarideos, proteinas desnaturadas e restos celulares foram
removidos pela acdo do cloroférmio e apds a precipitacdo e ressuspencdo em tampao TE
contendo 10pug/mL de RNAse, o DNA foi armazenado a -20° C até ser usado.

Para estimar a concentracdo de DNA extraido foi feito um gel de agarose a 0,8%
corado com uma solu¢do de 0,01% de brometo de etideo. O gel foi carregado com 3 pl de
uma solugdo estoque de DNA e 3 ul de Tampao de carregamento (20ml de TE, pH 8,0; 8 gr
de sacarose; 50 mg de azul de bromofenol; 400 pl de brometo de etideo (1 mg/ml) e 1pul de
agua mili-Q) e submetido a eletroforese a uma corrente constante de 80 volts por 1 hora e
meia. Apos a eletroforese o gel foi visualizado em transiluminador de luz ultra-violeta e
fotografado em sistema de fotodocumentagdo digital mediante uso de sistema
computadorizado. A quantidade de DNA obtido para cada amostra foi estimada através de
comparagdo, tendo como padrao DNA Fago Lambda nas concentra¢des de 50, 100 e 200
ng/uL (Sambrook et al., 1989). Apos estimar a concentragdo de DNA, todas as amostras

foram diluidas para uma concentracao de 4,0 ng/uL para o estoque de trabalho.



3.2.3.2 Otimizacéo do Protocolo de Amplificacédo e Resolucéo

Foram utilizados o0 DNA de 8 plantas selecionadas ao acaso entre as 96 amostras para
a sele¢@o dos iniciadores a serem utilizados na caracterizagdo da populacdo de alho.
Partindo-se da sugestdo descrito por Willian et al. (1990), realizou-se a otimizagdo da
técnica testando-se diferentes volumes de reacdo, 13 pL, 20 uL e 25 pL e diferentes
concentragdes de magnésio (2,0; 2,5 e 3,0 mM), de iniciadores (0,3 ¢ 0,4 uM), de dNTPs (0,2
e 0,4 mM), DNA (5, 8, 12 e 15 ng), e a presenga ou nao de BSA (0,8 mg/mL). O programa de
PCR foi 0 mesmo utilizado por Al-Zahim et al. (1999): desnatura¢do do DNA a 95° C por 3
minutos seguida por 45 ciclos de 1 min a 94° C, 1 min a 35° C, 2 min a 72° C com um passo
final de extensdo de 5 min a 72° C. Sessenta iniciadores RAPD de 10 pares de bases (Operon
Technologies) foram testados para identificagdo de marcadores polimorficos. As reacdes de
PCR foram realizadas em termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.). Apds a otimizacao do
protocolo as seqiiéncias de DNA das 96 amostras foram submetidas a reacdo de amplificagdo
e resolugdo. Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese horizontal em gel
de agarose 1,5% contendo 3 pL de brometo de etideo e submerso em tampao TBE 1X (tris-Cl
20 mM, &cido borico 2 M e EDTA 20 mM) sob corrente elétrica constante de 120 volts. Apos
a eletroforese, as bandas foram visualizadas sob luz ultra-violeta e fotodocumentadas,
conforme descrito no item 4.2.3.1. Utilizou-se marcador de 1 Kb como marcador padrao.
Para cada analise, um mesmo DNA foi desafiado duas vezes com mesma reagao.

Somente foram consideradas as bandas que reproduzidas nas duas reagoes.

3.2.3.3 Analise da Diversidade Genética

Apds um screening repetido com sessenta iniciadores RAPD de seqiiéncia arbitraria,
dez deles foram selecionados para proceder a analise da diversidade genética entre os acessos.
A partir dos padroes de banda dos 96 acessos gerados pelos RAPDs selecionados, foi
construida uma matriz bindria, e analisou-se a presenca ou auséncia de cada banda, codificada
por “1” ou “0”, respectivamente. Partindo-se dessa matriz, foi determinado o indice de
similaridade de Jaccard entre todos os acessos sendo posteriormente agrupados pelo método
UPGMA (método das médias das distancias). A analise dos dados e construcdo do

dendograma foi feita com auxilio do programa NTSYS-pc 2.02 (Rohlf, 1990).



3.2.4 Marcadores AFLP
3.2.4.1 Adaptacéo do Protocolo Prara Marcadores AFLP

O DNA foliar de 5 plantas do Banco Ativo de Germoplasma, selecionado ao acaso
entre os 96 acessos, foi utilizado para otimizag¢do do protocolo AFLP. O DNA utilizado para
otimizacdo do protocolo e reagdes de amplificacdo foram os mesmos extraidos para analise de
marcadores RAPD.

As reagdes de AFLP, conforme descrito por por Vos et al. (1995), foram realizadas
utilizando-se o Kit AFLP® Analysis System I (Invitrogen®™). Apés a digestio com as enzimas
EcoRI e Msel e ligacdo dos oligonucleotideos adaptadores, o DNA foi amplificado (pré-
amplificacdo) utilizando-se iniciadores com uma base seletiva (ECORI-A e Msel-C) em
volume de 50 uL. Apos essa etapa, o DNA pré-amplificado foi diluido para um volume de
1:50, e amplificado utilizando-se iniciadores ECORI e Msel com trés bases seletivas. Visando
otimizar as reagdes nessa etapa, os iniciadores ECORI foram testados com diluigdo: 0,25 e
0,50uL e sem a diluicdo recomendada pelo fabricante: 0,25, 0,35 e 0,50 puL por reacdo. Todas
essas etapas foram realizadas através dos seguintes procedimentos: restri¢ao enzimatica (2 h a
37° C seguidos de 15 minutos a 70° C), ligagdo dos adaptadores (2 h a 20° C), reagdo de pré-
amplifica¢do (94°C a 30 segundos; 56°C a 60 segundos; 72°C a 60 segundos). A reacdo de
amplificagdo foi realizada utilizando ciclos descritos no manual do Kit. Todas as reagdes
foram realizadas em termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.). O processo de defini¢ao do
protocolo foi realizado testando-se 24 combinagdes de iniciadores EcoRI e Msel do Kit,
combinados aleatoriamente, sendo posteriormente selecionados para os estudos de diversidade
genética do alho a partir das condigdes otimizadas neste protocolo.

Os produtos da amplificagdo foram visualizados apds a eletroforese em gel
desnaturante de 6% de poliacrilamida em aparato vertical modelo S2 (Life Technologies)
utilizando tampao TBE 1X (Tris-CL 20 mM, &cido bérico 2M e EDTA 20 mM) nas cubas
inferior e superior ¢ a adi¢do de acetato de so6dio 0,35 M na cuba inferior. O gel foi
previamente aquecido até aproximadamente 50° C (pré-corrida) com poténcia constante de 60
W. As amostras de DNA, juntamente com o marcador Ladder de 10 pares de bases, foram
desnaturadas por 5 minutos a 94° C e a eletroforese realizada com poténcia constante de 60W
durante 2 horas ou até que o marcador ficasse a 3 cm da extremidade inferior da placa de

vidro.



Para a coloragdo dos géis com nitrato de prata foi utilizado o protocolo descrito por
Creste et al. (2001), com alguns ajustes nos tempos de exposicdo do gel nas solugdes. O
protocolo ajustado baseia-se na fixacdo do DNA amplificado com solugdo de etanol 10% +
acido acético 1% por 10 minutos, pré-tratamento com acido nitrico 1,5% por 30 segundos,
impregnacdo com solucdo de nitrato de prata 0,2% por 35 minutos na auséncia de luz,
revelacdo com carbonato de sddio 3% + formaldeido 37% até a completa visualizacdo das
bandas e finalizado com um bloqueio em solu¢do de acido acético 5% por 3 minutos. Entre
cada etapa do processo o gel foi lavado 1 vez em agua destilada por 20 segundos.
ApOs a coloracdo dos géis com prata, os mesmos foram avaliados visualmente sob
transiluminador de luz branca e, posteriormente, registrados por meio de scaner. Para cada
analise, um mesmo DNA foi desafiado duas vezes com mesma reacdo. Somente foram

consideradas as bandas que reproduzidas nas duas reacdes.

3.2.4.2 Analise da Diversidade Genética

Trés combinagdes (E-ACG + M-CAG, E-ACT + M-CTA, E-ACG + M-CAT)
foram selecionadas para proceder a analise da diversidade genética dos 96 acessos. Os indices
de diversidade determinados bem como os métodos utilizados, foram os mesmos utilizados

para os marcadores RAPD.



4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Para nao correr o risco de utilizar-se um eixo componente principal do qual ndo
existe a certeza se este representa ou ndo uma variancia fatorial, serdo utilizados para analise e
interpretagdo, apenas os trés primeiros eixos que acumulam juntos uma variancia total de

63,4%, conforme € visto na Tabela 3.

Tabela 3. Variancia cumulativa dos eixos componentes principais (ECP), utilizados na
analise de caracterizagdo dos acessos do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de alho de
Santa catarina (Floriandpolis-SC, CCA/UFSC, 2003).

ECP1 ECP 2 ECP3
Variancia (%) 29.4 20,9 13,1
Variancia cumulativa 29,4 50,4 63,4

Os descritores morfologicos utilizados na anélise de componentes principais e suas
respectivas contribuicdes para formagdo dos eixos, estdo representados na tabela 4. Os dez
descritores morfoldgicos de maior importancia para formacdo destes eixos foram: a cor da
tinica do bulbo (CTB), densidade foliar (DFO), arquitetura da planta (ARQ), forma de
distribui¢do dos bulbilhos no bulbo (FDB), presenga de bulbilhos aéreos (PBA), largura da 4°
folha verde (LFO), cor da tinica dos dentes (CTD), peso de bulbo (PBU), formato transversal
do bulbo (FTB) e altura da planta.






Tabela 4. Contribuigdo absoluta e coeficientes de correlagdo com cada eixo principal, dos
descritores utilizados na caracterizagdo morfolégica dos acessos do Banco Ativo de
Germoplasma de alho por Analise de Componentes Principais (Florianopolis-SC,
CCA/UFSC, 2003).

Descritores ECP1 ECP 2 ECP 3

CTB 11,1 (-0,724) 2,9 (-0,315) 4,7 (-0,314)
DFO 11,8 (0,742) 5,4 (-0,424) 1,7 (-0,187)
ARQ 16,0 (0,867) 0,3 (-0,104) 2,8 (-0,244)
FDB 5,4 (0,503) 17,8 (0,767) 0,5 (-0,104)
PBA 3,0 (0,373) 19,2 (0,891) 6,5 (0,371)
LFO 1,5 (0,287) 1,8 (-0,252) 20,2 (0,652)
CTD 0,3 (0,114) 6,4 (0,468) 16,5 (0,588)
PBU 0,0 (0,011) 5,4 (-0,424) 0,3 (0,081)
FTB 2,3 (-0,331) 0,0 (-0,005) 0,9 (0,138)
APL 7,6 (0,601) 8,1 (-0,520) 13,0 (0,522)
CFO 10,8 (0,715) 5,6 (-0,434) 9,3 (-0,442)
NFO 2,4 (-0,339) 0,7 (-0,151) 12,9 (0,522)
AFO 8,6 (0,637) 0,3 (0,109) 5,7 (-0,335)
NDB 10,8 (-0,715) 0,3 (0,108) 0,1 (0,041)
PDB 3,2 (0,392) 11,8 (-0,630) 0,7 (-0,125)
HFL 5,1 (0,492) 13,8 (0,681) 3,9 (0,289)

* Os valores entre parénteses representam as correlacdoes dos descritores com os
eixos componentes principais.

O primeiro e segundo componentes principais que representam, aproximadamente,
50% do total da variagdo, foram tomados para a analise de interpretagdo, e estdo representados
graficamente na Figura 1. Os descritores morfologicos arquitetura de planta (ARQ), angulo da
folha com o pseudo-caule (AFO), nimero de dentes por bulbo (NDB) e cor da tinica do bulbo
(CTB) tiveram uma contribui¢ao significativa com o eixo componente principal I (ECP-I)
apresentando valores elevados de correlacdo com este eixo, 0,867, 0,637, -0,715 e -0,724,
respectivamente. J4 os descritores forma de distribuicdo dos bulbilhos no bulbo (FDB),
presenca de bulbilhos aéreos (PBA), cor da tinica dos dentes (CTD) e posicao do disco basal
(PDB) tiveram contribui¢do mais significativa com o eixo componente principal II (ECP-II),
apresentando valores de correlagdes com este eixo da ordem de 0,767, 0,891, 0,468 e -0,630

(Tabela6b).
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ECP1(29,44 %)

Figura 1. Representagdo grafica dos descritores (1 a 16) no espago dos componentes
principais I e II, representando juntos 50,4% da variacdo total dos dados
(Florianopolis-SC, CCA/UFSC, 2003).

A representacao grafica da Figura 2, onde estdo plotadas as varidveis e amostras,
informa em média, o valor do descritor para a amostra, e revela também a formagio de
diferentes conglomerados de acessos. No entanto, uma andlise mais conclusiva dos grupos
formados, ficou prejudicada, devido a impossibilidade de identificar os acessos,
principalmente os crioulos, em funcao do grande niimero de amostras plotadas no grafico.
Mesmo assim, foi possivel identificar a formagdo de quatro grupos distintos no grafico da
Figura 2: No alto e a direita do ECPII, formou-se um grupo com oito cultivares nacionais,
mostrando uma alta correlacdo com os descritores cor da tunica do bulbo (CTD), presenca de
bulbilhos aéreos (PBA) e forma de distribui¢ao dos bulbilhos (FDB). A direita do grafico e
logo abaixo do ECPI, formou-se um grupo com apenas a cultivar Rei, correlacionado
fortemente com o descritor arquitettura da planta (ARQ). Mais abaixo desse grupo, ainda a
direita do grafico, observa-se a formacdo de um grupo com dez acessos de alho crioulo,

mostrando uma forte correlagdo desses com os descritores densidade foliar (DFO) e largura



das folhas (LFO). Mais ao centro do grafico observou-se a forma¢ao do maior grupo, também
de acessos crioulos, fortemente correlacionado com os descritores formato transversal do
bulbo (FTB) e cor da tinica do bulbo (CTB). Neste grupo, inclui-se ainda, a cultivar Gigante.

As amostras dispersas no grafico representam as cultivares introduzidas de outros paises.

2,6
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ECP2 (20,93 %)

PBU
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Figura 2. Representagdo grafica dos descritores e amostras no espaco  dos componentes
principais I e II, representando juntos 50,4% da variancia total dos dados

(Floriandpolis-SC, CCA/UFSC, 2003).

Na andlise de agrupamento, tomando-se os valores de uma matriz de correlagao,
gerada a partir dos dados originais, foi construido um dendograma que estd apresentado na
Figura 3. Formaram-se dois grandes grupos, um com 29 e o outro com 67 acessos. O grupo
com maior nimero de acessos contém quatro subgrupos, considerando-se o nivel de 30% de
similaridade genética, incluindo 66 dos 76 acessos crioulos. Este grupo inclui apenas uma
variedade recomendada para cultivo, a cv Gigante, oriunda de selecdo de plantas de

variedades crioulas (Biasi, 1998 - informagao pessoal).



O segundo grupo contém trés subgrupos, também no nivel de 30% de similaridade
genética. Um destes subgrupos ¢ formado exclusivamente por acessos crioulos, sendo os
outros dois formados pelas variedades recomendadas para cultivo.

Na geragdao do dendograma referido, foram utilizados todos os 16 descritores
propostos, inclusive os de menor importancia, detectados pela andlise de componentes
principais. Alternativamente, utilizando-se apenas os descritores de maior valor para
discriminar os acessos crioulos, na analise de componentes principais (Figura 2), entre eles o
formato transversal do bulbo (FTB), cor da tinica do bulbo (CTB) e largura da folha (LFO), e
considerando a experiéncia de avaliagcdes anteriores, realizadas pela Epagri de Cacador,
(Mueller et al., 2001 e 2002, dados ndo publicados), obteve-se um novo agrupamento dos

acessos crioulos, coerente com aquele obtido pela Epagri, em dois anos de avaliagdes (Tabela

5).
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Figura 3. Dendograma de similaridade para os acessos do Banco Ativo de Germoplasma
de alho de Santa Catarina, obtido através de andlise de agrupamento, empregando-se

descritores morfologicos (Floriandpolis-SC, CCA/UFSC, 2003).



Tabela 5. Agrupamento dos acessos do Banco Ativo de Germoplasma de alho de Santa
Catarina, obtido através de descritores morfologicos (Florianopolis-SC, CCA/UFSC, 2003)

Grupos Acessos do Banco Ativo de Germoplasma de alho Origem
I 840, 845, 798, 841, 799, 800, 842, 846, 744 Brasil-SC
I 750, 766, 767, 825, 850, 851, 872, 874, 876, 875, 815, Gigante, | Brasil-SC

768, 816, 873, 751,

III 747, 761, 782, 827, 847, 848, 440, 748, 787, 789, 801, 802, 813, | Brasil-SC
821, 824834, 836, 857, 858, 756, 773, 777, 878, 783, 437, 438,
855, 852, 808, 819, 822, 826, 828, 835, 830, 831, 774, 776, 790,
814, 823,770, 778, 780, 856, 854, 788, 807, 832, 833, 809, 791

v Fuego-INTA Argentina
Cagador-30, Cagador-40, Jonas Quitéria, Chonan, Roxo Caxiense, | Brasil-SC
Contestado

A" Cara Brasil
Chinesao China

VI Blanco, Colorado Argentina
Chinés/Arg., Chinés/China, Soft Steim, Hard Steim China
Mexicano Meéxico
Russo Russia

VII alho-rei Brasil-SC

O grupo I apresenta acessos com bulbo codiforme, tinica de cor branca com estrias
arroxeadas e bulbilhos rosados. A planta apresenta folhas de largura intermediaria e porte
semi-ereto. O grupo II ¢ formado por acessos de bulbo circular, tinica de cor branca com
estrias arroxeadas e bulbilhos arroxeados. As plantas apresentam folhas de largura
intermedidria e porte semi-ereto, que se dobram apenas nas extremidades. O grupo III ¢
formado por acessos com bulbos pequenos, de formato circular, tunica de cor branca com
estrias arroxeadas e bulbilhos rosados. Na Figura 4 estdo apresentadas as principais

caracteristicas morfologicas dos bulbos e bulbilhos dos trés grupos de acessos crioulos.



Figura 4. Caracteristicas de bulbos e bulbilhos dos acessos de alho crioulo; A: bulbo ¢
bulbilhos representativo do grupo I; B: bulbo e bulbilhos representativo do grupo

II; C: bulbo e bulbilhos representativa do grupo IIL.

4.2 ELETROFORESE DE ISOENZIMAS

4.2.1 Sistemas Tampdes Eletrodo/Gel e Coloracéo Testados

ApOs testar dois tipos de tecidos para extragdo da proteina, 21 sistemas enzimaticos,
dois tampdes eletrodo/gel e 5 camadas do gel, adotou-se como protocolo padrao o seguinte: a
utilizacao de folhas coletadas de 30 a 40 dias apds a emergéncia como substrato de extracao
de proteinas, a utilizagdo do tampao eletrodo/gel tris-citrato (TC) e seis sistemas enzimaticos,
os quais revelaram 7 locos aparentes: ACP (Fosfatase Acida), ADH (Alcool Desidrogenase),
G2DH (Glicerato-2-Desidrogenase), G6PDH (Glucose-6-Fosfato Desidrogenase), MDH
(Malato Desidrogenase) e PGI (Fosfogluco Isomerase) descritos por Alfenas et al. (1991). A
melhor resolu¢do das bandas no gel foi obtida utilizando a camada 2 para o sistema ACP e
para os demais sistemas nao foi observado diferenga entre as camadas.

Com base na estrutura quaterndria referenciada na literatura (Kephart, 1990), a
interpretagdo  dos zimogramas revelou a existéncia de 3 alelos para PGI-1
(dimérica/polimérica), 1 alelo para PGI-2 (dimérica/monomorfica), 2 alelos para ACP
(monomérica/polimérfica), ADH e G6PDH (dimérica/polimoérfica), 3 alelos para G2DH
(monomérica/polimoérfica), MDH (dimérica polimorfica). Os padroes de variantes
eletroforéticos obtidos nos 7 locos analisados foram: PGI-2, 1 padrao; G6PDH, 2 padrdes;

ACP, ADH e G2DH, 3 padrdes; MDH e PGI-1, 4 padrdes (Figura 5).
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Figura 5. Padroes eletroforéticos e mobilidade relativa (Rf x 100) em acessos de alho; ACP: 3
padrdes, ADH: 3 padrdes, G2DH: 3 padrdes, G6PDH: 2 padroes, MDH: 4 padrdes, e
PGI-1: 4 padrdes

4.2.2 Andlise da Diversidade Genética

Em func¢do da diferenca de ciclos de producdo entre as variedade crioulas e as
variedades comerciais, os bulbilhos dos 76 acessos crioulos, todos de ciclo precoce, foram
armazenadas para serem plantadas na mesma época dos acessos comerciais, de ciclo tardio,
para que a coleta de tecido vegetal fosse feita no mesmo periodo, ou seja, no més de julho de
2003. Para compensar a diferenga de temperatura, as variedades crioulas, que sdo sensiveis as
baixas temperaturas de inverno na etapa inicial de crescimento, foram cultivadas em substrato
contendo Agar e solucdo nutritiva em ambiente aclimatizado. Apesar desses cuidados, houve

atraso na germinacdo das plantas e s6 apos 30 dias, quando as plantas das variedades



comerciais ja haviam atingido um estdgio avancado de desenvolvimento no campo, ¢ que
havia material disponivel dos acessos crioulos para proceder a coleta e extracdo das enzimas.
Contudo, as bandas reveladas a partir desses tecidos apresentaram baixa nitidez praticamente
em todos os sistemas testados, comprometendo a andlise desses 76 acessos.

Com isso, a caracterizagdo genética com o uso de marcadores isoenzimadticos foi
realizada apenas nos 20 acessos comerciais, amostrados no campo 30 dias apos o plantio,
periodo em que ja ndo mais havia disponibilidade de material vegetativo dos acessos crioulos
na lavoura pois, devido ao ciclo de producao, sua colheita ja havia sido efetuada.

As freqiiéncias alélicas entre os 20 acessos estudados apresentaram valores que variam
de 0,050 a 0,950. Nos sistemas G2DH, MDH e PGI-2 foram identificados trés alelos, por
outro lado, os demais sistemas exibiram apenas dois alelos. Para cada loco considerou-se o
alelo 1 como o de maior ocorréncia e os demais alelos por ordem decrescente de migragao no
caso de locos com dois ou trés alelos.

Entre os 20 acessos o percentual de locos polimoérficos (P) variou de 0 a 57,1, sendo o
valor médio 13,6% (Tabela 6). Tomando-se os 20 acessos como uma populagdo, seis dos sete
locos foram polimorficos (86%) sendo PGI-2 o tinico loco que ndo detectou variagdo nos 20
acessos. O numero médio de alelos por loco (A) foi de 1,2, variando de 1,0 a 1,6. A
heterozigosidade observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He) no conjunto dos 20

acessos foi de 0,136 e 0,268, respectivamente.



Tabela 6. Numero médio de alelos por loco (A), propor¢do de locos polimoérficos (P) e
heterozigosidade observada (Ho) de 20 acessos de alho, a partir de 7 locos alozimicos
(Florianopolis-SC, CCA/UFSC, 2003).

Acessos A P (%)* Ho
CD82- Jonas 1,1(0,1) 14,3 0,143 (0,143)
CD83-R. Caxiense 1,1 (0,1) 14,3 0,143 (0,143)
CD93-Mexicano 1,1(0,1) 14,3 0,143 (0,143)
CD85-Hard Steim 1,0 (0,0) 0,0 0,000 (0,000)
CD86-Soft Steim 1,0 (0,0) 0,0 0,000 (0,000)
CD87-Chinés/Arg 1,4 (0,2) 42,9 0,429 (0,202)
CD88-Chinés/Chi 1,0 (0,0) 0,0 0,000 (0,000)
CDO00-Gigante 1,3 (0,2) 28,6 0,286 (0,184)
CD90-Chonan 1,1(0,1) 14,3 0,143 (0,143)
CD91-Cagador-30 1,0 (0,0) 0,0 0,000 (0,000)
CD92-Cagador-40 1,0 (0,0) 0,0 0,000 (0,000)
CD84-Contestado 1,1 (0,1) 14,3 0,143 (0,143)
CD94-Colorado 1,3(0,2) 28,6 0,286 (0,184)
CDY95-Car4 1,0 (0,0) 0,0 0,000 (0,000)
CD96-Russo 1,1(0,1) 14,3 0,143 (0,143)
CD97-Fuego/INTA 1,0 (0,0) 0,0 0,000 (0,000)
CDY8- Chinesio 1,0 (0,0) 0,0 0,000 (0,000)
CD99-Quitéria 1,1 (0,1) 14,3 0,143 (0,143)
CD89-Blanco 1,1(0,1) 14,3 0,143 (0,143)
CDO1-Alho Rei 1,6 (0,2) 57,1 0,571 (0,202)
Média (%) 1,2 13,6 0,136

Y Critério de 95%



A estimativa dos valores de similaridade e distancia genética foi feita com uso de
marcadores alozimicos, empregando-se as medidas ndo viezadas propostas por NEI (1978). O
grau de similaridade genética entre os 20 acessos variou de 0,334 entre os acessos CD82 e

CDO01 a 1,0, quando comparados os acessos CD91 com CD92, (Tabela 7).

Tabela 7. Similaridade (diagonal superior) e distancia genética (diagonal inferior) nao
viezadas de NEI (1978), para os 20 acessos de alho (Florian6polis-SC, CCA/UFSC 2003).

Acessos
Acessos 1 2 3 4 5 6 7 8

CD82 kadkikx 0,906 0,742 0,707 0,825 0,334 0,750 0,813
CD83 0,098  #xx#x (0710 0,707 0,825 0,735 0,750 0,656
CDg4 0,298 0,342  #xxkx (0,669 0,791 0,759 0,710 0,871
CD85 0,347 0,347 0,401  #***x 1000 0,756 0,825 0,707
CD86 0,192 0,192 0,234 0,000  ****+x (882 0,943 0,825
CD87 0,403 0,308 0,276 0,280 0,576 ***** 0935 0,735
CD88 0,288 0,288 0,342 0,192 0,059 0,067  *#*** (813
CD89 0,208 0,421 0,138 0,347 0,192 0,308 0,208  Hxkkx
9 CD90 0,247 0,134 0,750 0,192 0,059 0,141 0,134 0,247
10 CD91 0,288 0,288 0,342 0,192 0,059 0,067 0,000 0,208
11 CD92 0,288 0,288 0,543 0,059 0,192 0,403 0,288 0,470
12 CD93 0,288 0,288 0,543 0,059 0,192 0,403 0,288 0,470
13 CD9%4 0,208 0,288 0,175 0,192 0,059 0,141 0,065 0,065
14 CD95 0,175 0,215 0,105 0,234 0,091 0,18 0,175 0,101
15 CD96 0,238 0,238 0,286 0,154 0,029 0,171 0,095 0,238
16 CD97 0,200 0,164 0,573 0,154 0,297 0,539 0,405 0,552
17 CD98 0,192 0,267 0,720 0,251 0,405 0,685 0,529 0,529
18 CD99 0,192 0,192 0,234 0,118 0,000 0,126 0,059 0,192
19 CD0O0 0,164 0,200 0,245 0,154 0,029 0,171 0,095 0,164
20 CDO1 0,472 0417 0,765 0425 0425 0,523 0472 0,723

0N N W~




Tabela 7. Continuagao

AcCessos

Acessos 9 10 11 12 13 14 15 16

CDS2 0,780 0,750 0,750 0,750 0,813 0,839 0,788 0,819
CD83 0,875 0,750 0,750 0,750 0,750 0,807 0,788 0,849
CDg4 0,839 0,710 0,581 0,581 0,839 0,900 0,751 0,564
CD85 0,825 0,825 0943 0943 0,825 0,791 0,857 0,857
CD86 0,943 0943 0,825 0,825 0943 0913 0,972 0,743
CDg87 0,869 0,935 0,668 0,668 0,869 0,828 0,843 0,583
CD88 0,875 1,000 0,750 0,750 0,938 0,839 0,910 0,667
CDg9 0,781 0,813 0,625 0,625 0,938 0,904 0,788 0,576
9 CD90 kadkxk 0,875 0,750 0,750 0,875 0,936 0,910 0,728
10 CD91 0,134 #1000 0,750 0,938 0,839 0910 0,667
11 CD92 0,288 0,000 #***x 1000 0,750 0,710 0,849 0,910
12 CD93 0,288 0,288 0,000 ***** (750 0,710 0,849 0,910
13 CDY% 0,134 0,065 0,288 0,288 ****x 0904 0910 0,667
14 CD95 0,066 0,175 0,342 0,342 0,101 ***&x 0877 0,658
15 CD96 0,095 0,095 0,164 0,164 0,095 0,132 *#*Ex (706
16 CD97 0,318 0,405 0,095 0,095 0,405 0,419 0,348 ek
17 CD98 0,434 0,529 0,192 0,192 0,529 0,401 0,464 0,089
18 CD99 0,059 0,059 0,192 0,192 0,059 0,091 0,029 0,297
19 CDO00 0,062 0,095 0,238 0,238 0,095 0,063 0,061 0,307
20 CDO1 0,417 0472 0317 0,317 0,589 0,439 0,348 0,448

03N N kW~




Tabela 7. Continuagdo

Acessos
AcCessos 17 18 19 20

1 CD82 0,825 0,825 0,849 0,624
2 CD83 0,766 0,825 0,819 0,659
3 CD84 0,487 0,791 0,783 0,465
4 CD85 0,778 0,889 0,857 0,654
5 CD86 0,667 1,000 0972 0,654
6 CD87 0,504 0,882 0,843 0,593
7 CD88 0,589 0,943 0910 0,624
8 CD8&9 0,589 0,825 0,849 0,485
9 CDY9%0 0,648 0,943 0,940 0,659
10CD91 0,589 0,943 0910 0,624
11CD92 0,825 0,825 0,788 0,728
12CD93 0,825 0,825 0,788 0,728
13CD9% 0,589 0,943 0910 0,555
14CD95 0,669 0913 0,939 0,645
15CD9% 0,629 0,972 0,941 0,706
16 CD97 0915 0,743 0,735 0,639
17 CD98 wrckk 0,667 0,743 0,654
1I8CD99 0,405 ****x (0972 0,654
19CDO00 0,297 0,029 **#*x (0,673
20 CDO1 0,425 0,425 0,396  wdkxE

O dendograma formado a partir de sete locos alozimicos, Figura 6, revelou a formagao
de trés grupos; o primeiro formado por duas variedade chinesas, o segundo pelo alho Rei e o
terceiro pelas demais 17 cultivares. Dentro deste ultimo, e considerando um nivel de
similaridade de 93%, observou-se a formacdo de sete sub-grupos. Com isto ficaram
destacadas de forma isolada as cultivares Blanco (Argentina), Card (Brasil) e Chinesao
(China), todas facilmente reconheciveis morfologicamente. Num destes sete subgrupos, ha um
conjunto de sete cultivares brasileiras, sendo quatro delas com similaridade genética entre si
de 100%. Similaridade de 100% também foi demonstrada pelas cultivares Hard Steim e Soft
steim, ambas de origem chinesa.

Associando os padrdes isoenzimaticos e as caracteristicas morfoldgicas de maior
importancia na analise multivariada, foi possivel obter um novo agrupamento, que esta
explicitado na Tabela 8. Nas figuras 7 e 8 sdo apresentadas as caracteristicas da folhas e dos

bulbos e bulbilhos, respectivamente, das cultivares de alho nacionais e introduzidas.
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Figura 6. Dendograma de Similaridade genética nao viezada de NEI (1978), obtido através da
técnica UPGMA, para 20 acessos de alho, empregando-se 7 locos alozimicos (1=
0,83) (Florianopolis-SC, CCA/UFSC, 2003).



Tabela 8. Padroes isoenzimaticos e caracteristicas morfoldgicas utilizadas para agrupamento dos acessos do Banco Ativo de Germoplasma (BAG)

de alho de Santa Catarina (Florianopolis-SC, CCA/UFSC, 2003).

Grupo subgrup | ldentificacéo Padrao de isoenzima Caracteristicas morfoldgicas
0 ACP ADH G2DH G6MDH MDH PGI-1 PGI-2
I a Chinesao A A A A A A A Bulbo codiforme, tunica branca, bulbilhos brancos,
folhas largas e decumbentes
11 a Hard Steim C A A A A C A Bulbos chato, tunica branca, bulbilhos arroxeados,
Soft Steim C A A A A C A folhas com largura intermediaria e porte semi-ereto
dobrando-se ao meio
b Russo C B A A A C A Idem ao anterior mas com bulbilhos brancos
c Cara C A A A C C A Bulbo chato, tinica branca, bulbilhos brancos, folha
estreita e ereta
111 a Roxo Caxiense A A C A A D A Bulbo codiforme, tinicas pérola, bulbilhos roxos,
Fuego/INTA A A A A A C A exceto Mexicano (rosado), folhas de largura
Mexicano C A C A A A A intermedidria com porte semi-ereto dobrando-se apenas
Colorado B A C A A B A nas extremidades, exceto a CV. Colorado.
b Contestado B A C A A C A Bulbos codiforme, com tlnica pérola, bulbilho roxo com
Cacgador-30 C A C A A C A variagdes na intensidade da cor, folhas inermediarias
Cagador-40 C A C A A C A com porte semi-ereto, exceto para cultivar Contestado
Jonas C A C A A C A (folhas mais largas dobrando-se bruscamente ao meio)
Chonan C A C A B C A
Quitéria A B C A A B A
c Gigante C A C B A A A Bulbo  circular, tinica pérola com  estrias
arroxeadas,bulbilhos arroxeados, folhas intermediarias
com porte semi-ereto
d Blanco C A C A A B A Bulbo codiforme, tunica branca, bulbilhos brancos,
folhas intermedidria e decumbentes
v a alho-Rei C E A D D A Bulbo circular, tinica branca, bulbilhos grandes e
brancos, folhas muito largas e decumbentes com estrias
arroxeada na superficie
v a Chinés/Arg C C C B B C A Bulbo codiforme com tunicas arroxeadas, bulbilhos
rosados, folha estreita e porte ereto
VI b Chinés/Chi C C C A A A A Idem ao anterior mas com varia¢des na coloracdo dos

bulbilhos




Figura 7. Aspecto geral das folhas de plantas de allho, A: folhagem representativa do grupo I-a, clone
tipo Chinesdo; B: folhagem representativa do grupo Il-c, clone tipo Cara; C: folhagem

representativa do grupo III-b, clone tipo Contestado; D: folhagem representativa do grupo
IV-a, clone tipo Rei.

Figura 8. Caracteristicas de bulbos e bulbilhos de allho, A: bulbo e bulbilhos representativo do grupo
I-a, clone tipo Chinesao; B: bulbo e bulbilhos representativo do grupo Il-c, clone tipo Cara;
C: bulbo e bulbilhos representativa do grupo IIl-b, clone tipo Contestado ¢ D) bulbo e

bulbilhos representativo do grupo [V-a, clone tipo Rei.
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4.3.1 Otimizacao do protocolo Para Marcadores RAPD

A reacao de amplificagdo, a partir do qual se procedeu a otimizacao das reacdes de
RAPD, foi o descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998), que consta de tampao PCR 1X, 2,5
mM de MgCl, 0,2 mM de dNTPs, 0,8 mg/uL. de BSA, 0,4 uM de iniciadores, 1 U de taq
DNA-polimerase e 13 uL de volume total de reacao.

O aumento gradativo na concentragdo de magnésio proporcionou aumento no nimero
de bandas amplificadas. A concentragdo de 2,0 mM gerou padrdes de bandas com pouca
intensidade, enquanto uma concentracao de 2,5 mM gerou igual numero de bandas, porém
com maior intensidade comparada a concentragdo de 2,0 mM. A concentra¢do de 3,0 mM
possibilitou a amplificagdo de maior numero de bandas com o6tima intensidade, gerando
padrdes de facil interpretagao.

A utilizacao de 0,3 ou 0,4 uM de iniciadores ndo proporcionou diferengas nos
produtos amplificados, gerando igual padrdo de bandas para ambas as concentragdes. O
mesmo ocorreu em relagdo as diferentes concentragdes de dNTPs testadas, 0,2 ¢ 0,4 mM, nao
havendo diferencas no padrdo de bandas amplificadas para ambas as concentragdes. A
utilizacdo de 5 e 8 ng/uL de DNA amplificaram poucas bandas, com baixa intensidade
gerando padrdes de dificil interpretagdo. J4 as concentragdes de 12 e 15 ng/uL ndo
apresentaram nenhuma diferenca entre si em relacdo a resolugdo e padrdes obtidos, mas
quantitativamente superior ao obtido com as concentragdes de 5 e 8 ng/uL de DNA.

A utilizacao de BSA na concentracao de 0,8 pg/ulL, revelou-se necessaria, uma vez
que as reacdes realizadas com a presenca desse reagente resultaram em produtos amplificados,
gerando bandas de igual intensidade para todos os iniciadores testados.

Foi adotado para este estudo o volume de 20 pL para reagdo, sendo desnecessario o
uso de 25 pL, ja que ndo foram observadas diferencas quanto a resolugdo e padrdes obtidos
entre os dois volumes. O volume de 13 pL mostrou-se ineficaz, pois gerou um menor nimero
de bandas amplificadas, comparativamente aos outros volumes.

Com base nos testes realizados, o coquetel que proporcionou melhor amplificagdo
foi composto por tampao de PCR 1X, 3,0 mM de cloreto de magnésio, 0,2 mM de dNTPs, 0,8
mg/uL de BSA, 0,3 uM de iniciadores, 1U de Taq DNA-polimerase e 12 ng/uL. de DNA

genomico em um volume de 20 pL.

4.3.2 Nivel de Polimorfismo



Dentre os sessenta iniciadores utilizados, 49 (82%) amplificaram produtos visiveis, revelando
um total de 158 bandas (3,2 bandas por iniciador) sendo que 19 destes 49 (39%)
apresentaram polimorfismo entre as oito amostras de DNA utilizadas nesta fase piloto.

Para a caracterizacdo dos 96 acessos foram selecionados os dez iniciadores com
melhor nitidez e maior nimero de bandas, dos 19 polimoérficos, os quais amplificaram 47
bandas sendo que, 25 (53,2%) foram polimorficas (Figua 9). Destes iniciadores, 3 foram
escolhidos do grupo de 15 iniciadores previamente utilizados por Maass e Klaas (1995) e
outros trés foram também utilizados por Al-Zahim et al. (1997). O tamanho dos fragmentos

amplificados variou entre 300 a 1300 pares de bases (Figura 10 ).
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Figura 9. Numero total de bandas, nimero de bandas polimorficas e porcentagem de bandas
polimérficas para iniciadores RAPD utilizados para anélise da diversidade genética
do BAG de alho, 1: OPA03; 2: OPANOS5; 3: OPB17; 4: OPB18; 5: OPC07; 6: OPCO09; 7:
OPD10; 8: OPE06; 9: OPEI11; 10: OPE17 (Floriandpolis-SC, CCA/UFSC, 2003).

4.3.3 Analise da Diversidade Genética a Partir de Marcadores RAPD



O padrao obtido com a amplificagdo das 47 bandas foi utilizado para estimar os
valores de similaridade genética entre os acessos através do coeficiente de Jaccard.
Posteriormente, usando estes coeficientes foi construido um dendograma de similaridade
genética entre os acessos (Figura 11). A exemplo das analises morfologica e isoenzimatica o
alho Rei formou um grupo em separado.

Usando o mesmo critério de 93% de similaridade, ja adotado para as isoenzimas,
observou-se a formacao de sete grupos, com caracteristicas peculiares. O maior deles incluiu a
maioria dos acessos crioulos além de trés cultivares comerciais (Blanco, Chinesdo e Card). O
segundo maior grupo incluiu apenas uma cultivar comercial (Gigante) além de 26 acessos
crioulos. Cabe destacar que a cultivar Gigante e o acesso 767 apresentaram similaridade de
100%. Os outros grupos foram formados exclusivamente por cultivares comerciais.

Com base nos marcadores RAPD, ocorreu 100% de similaridade entre varios acessos
nos grupos L, II, I, IV e VL. O ponto de unido de todos os grupos foi de 63% de similaridade,
sendo este também, o ponto de unido do grupo VII com os demais grupos. O gendtipo da
espécie ampelopram (alho Rei) apresentou o menor indice de similaridade genética em
relacdo aos outros acessos (63%). O coeficiente de correlagdo cofenética foi de 0,92 e o teste

de Mantel foi igual a 12,4, para p=1.000 (probabilidade de Z < obs.).
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Figura 10. Padrdes de fragmentos de DNA amplificados em gel de agarose 1,5% dos
acessos de alho: OPBI18: acessos 1 a 22; OPC09: acessos 23 a 44; OPCO07:
acessos 45 a 73 ; M) Ladder 1Kb (Florianopolis-SC, CCA/UFSC, 2003).
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Figura 11. Dendograma de similaridade genética obtida através do indice de Jaccard, de 96
acessos de alho, estimado a partir de 47 marcadores RAPD (= 0,92)
(Florianopolis-SC, CCA/UFSC, 2003).



4.4 MARCADORES AFLP

4.4.1 Padronizacéo do Protocolo Para Marcadores AFLP

A concentracao de iniciadores ECORI que apresentou melhor nitidez das bandas foi a
concentragdo de 0,35 pL do iniciador ndo diluido, sendo o volume de reag¢do do iniciador da
Msel mantido em 2,25 uL. O uso do iniciador ECORI diluido nos volumes de 0,25 uL e 0,50
uL resultou em bandas fracas de dificil interpreta¢do, apresentando ambos uma qualidade
similar. O mesmo iniciador usado sem a dilui¢ao recomendada pelo fabricante nos volumes de
0,25uL e 0,35 pL amplificou um grande ntimero de bandas. No entanto, o volume de 0,35 uLL
gerou padrdes de bandas com melhor intensidade porém, com certo grau de ambigiiidade.

Contudo, s6 foram consideradas as bandas identificaveis de forma ndo ambigua.

4.4.2 Analise da Diversidade Genética a Partir de Marcadores AFLP

Apds o screening que envolveu 18 combinagdes de iniciadores ECORI + Msel, (Tabela
9), foram selecionados para este estudo trés combinagdes: E-ACG + M-CAG, E-ACT + M-
CTA ¢ E-ACG + M-CAT.

As combinagdes E-AAG + M-CTG, E-AAG + M-CAT e E-AAG + M-CTC geraram
padrdes com poucas bandas, sendo todas monomorficas. As combinagdes E-ACT + M-CAC,
E-ACT + M-CTT, E-ACC + M-CAC, E-AAG + M-CAG, E-ACC + M-CTG ¢ E-ACT + M-
CAA geraram padrdes com consideravel porcentagem de bandas polimorficas, porém,
apresentando fraca resolu¢ao das mesmas. As combinagdes E-ACG + M-CAA, E-ACG + M-
CAC, E-AGC + M-CTG, E-ACA + M-CAG, E-AGC + M-CTC e E-ACA + M-CAC geraram
padrdes de bandas com polimorfismo e com boa resolugdao, porém com certa ambigiiidade,
dificultando a interpretagao.

As combinagdes E-ACT + M-CTA, E-ACG + M-CAG e E-ACC + M-CAT,
selecionadas para o presente estudo, geraram padrdoes de banda com boa resolucdo e
porcentagem de bandas polimorficas, variando de 11,7 a 19,0%. Devido ao grande niimero de
bandas reveladas, selecionou-se para proceder a analise aquelas que ndo deixaram nenhuma

davida de interpretagao.



Tabela 9. Combinagdes de iniciadores testados no protocolo de marcadores AFLP, nimero
total de bandas, nimero total de bandas polimorficas e porcentagem de bandas polimorficas
geradas (Florian6polis-SC, CCA/UFSC, 2003).

Combinagéo de Numero total Numero total de Porcentagem de bandas
iniciadores AFLP de bandas bandas polimdrficas polimorficas
E-ACT + M-CAC 68 13 19,0
E-ACT + M-CTT 78 5 6,4
E-ACT + M-CTA 75 13 17,3
E-AAG + M-CTG 45 0 0,0
E-AAG + M-CAT 28 0 0,0
E-AAG + M-CTC 40 0 0,0
E-ACG + M-CAG ' 105 20 19,0
E-ACG + M-CAA 58 6 10,3
E-ACG + M-CAC 40 4 10,0
E-AGC + M-CTG 46 5 10,7
E-ACA + M-CAG 72 4 5,5
E-ACC + M-CAC 60 8 13,3
E-ACC + M-CAT ! 128 15 11,7
E-AGC + M-CTC 40 5 12,5
E-AAG + M-CAG 48 5 10,4
E-ACA + M-CAC 66 0 0,0
E-ACC + M-CTG 50 4 8,0
E-ACT + M-CAA 93 13 13,9

Y Combinacdes de iniciadores utilizados na analise

Das trés combinagdes de iniciadores AFLP utilizadas na analise, gerou-se um niimero
total de 308 bandas, média de 102,7 bandas por combinagdo. Das 308 bandas consideradas, 48
(15,6%) revelaram polimorfismo e foram utilizadas como marcadores para andlise da
diversidade genética do BAG de alho. O tamanho dos fragmentos amplificados variou de 40 a
330 pares de bases (Figura 12).

Estabelecendo-se um limite maximo de 93% para similaridade entre os acessos,

verificou-se a formacao de 13 grupos de acessos, no dendograma, com base em 48 marcadores



AFLP polimorficos utilizados (Figura 13). O ponto de unido de todos os grupos foi de 43% de
similaridade, sendo este também, o ponto de unido do grupo 9 com os demais grupos. O alho-
rei da espécie ampelopram apresentou , a exemplo da analise com RAPD, o menor indice de
similaridade em relacdo aos outros acessos (43%), sendo este indice também o ponto de unido
com os outros grupos. O coeficiente de correlagdo cofenética foi de 0,94 e o teste de Mantel
foi igual a 11,5 para p= 1.000 (probabilidade de Z < obs.).

De maneira geral as 48 bandas AFLPs ndao foram capazes de diferenciar varios
grupos de acessos crioulos entre si ou até mesmo cultivares entre si como € o caso de Soft

Steim e Hard Steim, ou Blanco e Colorado.
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Figura 12. Amplificacdo de marcadores AFLP em genotipos do BAG de alho de Santa
Catarina, A) E-ACG + M-CAG, B) E-ACT + M-CTA e C) E-ACC + M-CAT
(Florianopolis-SC, CCA/UFSC, 2003).
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Figura 13. Dendograma de similaridade genética obtida através do indice de Jaccard, de 96
acessos de alho, estimado a partir de 48 marcadores AFLP (r= 0,94) (Florian6polis-SC,
CCA/UFSC, 2003).



4.5 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA CONJUNTA COM MARCADORES
RAPD E AFLP

Para a analise conjunta da diversidade genética envolvendo marcadores RAPD e
AFLP, 95 marcadores foram utilizados (47 marcadores RAPD e 48 marcadores AFLP), sendo
estes os mesmos utilizados para a analise da diversidade genética dos mesmos acessos de

forma separada (Tabela 10).

Tabela 10. Iniciadores utilizados nas reagdes RAPD e AFLP e respectivos indices de
diversidade genética para os 96 acessos do Banco Ativode Germoplasma (BAG) de alho de
Santa catarina (Floriandpolis-SC, CCA/UFSC, 2003).

Iniciadores Numero total de Numero total de Porcentagem de bandas
bandas bandas polimorficas
polimorficas

ACG 4 CAG 105 20 19,0
ACT + CTA 5 13 17.3
ACG + CAT 128 15 11,7
OPA03 2 I 50,0
OPANOS5 7 4 >71
OPB17 3 2 67,0
OPBIS 3 3 100
OPCO7 6 3 50,0
OPC09 7 2 286
OPDI0 2 2 100
OPEOG 9 5 55,5
OPELL 4 1 25,0
OPEL7 4 2 50,0
Totais 355 73 --

Média 273 5,6 48,5

A andlise de agrupamento, utilizando-se um total de 95 marcadores dominantes
(RAPD e AFLP) revelou a existéncia de 10 grupos quando estabelecido o critério de 93% de
similaridade genética entre os acessos (Figura 14). O coeficiente de correlagdao cofenética foi

de 0,95 e o teste de Mantel foi igual a 11,9 para p=1.000 (probabilidade de Z < obs.).



As cultivares comerciais, a excecdo de Card e Gigante, formaram sete grupos
distintos. Os demais trés grupos incluiram todos os 76 acessos crioulos além das cultivares
Cara e Gigante. Esta cultivar Gigante apresentou similaridade genética de mais de 98% com o
acesso 815. Similaridade genética de 100% foi detectada entre varios acessos crioulos, em

distintos subgrupos, bem como para as cultivares Soft Steim e Hard Steim.
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Figural4. Dendograma de similaridade genética obtida através do indice de Jaccard, de 96
acessos de alho, estimado com 47 marcadores RAPD e 48 marcadores AFLP
agrupados (r= 0,95) (Florianopolis-SC, CCA/UFSC, 2003).



4.6 ANALISE COMPARATIVA DA SIMILARIDADE GENETICA DETECTADA PELOS
MARCADORES MORFOLOGICOS, ISOENZIMATICOS, RAPD E AFLP

Nesta analise comparativa dos resultados proporcionados pelo emprego de diferentes
marcadores, foram incluidas apenas as 20 cultivares comerciais de alho, para as quais também
ha resultados com isoenzimas. Assim, foram gerados trés novos dendogramas com base em 16

marcadores morfoldgicos, 47 RAPD e 48 AFLP (Figuras 15, 16 ¢ 17).
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Figura 15 . Dendograma de similaridade genética obtida através do indice de Jaccard, de 20
cultivares de alho, estimado a partir de 47 marcadores RAPD (r= 0,95)
(Floriandpolis-SC, CCA/UFSC, 2003).
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Figura 16. Dendograma de similaridade genética obtida através do indice de Jaccard, de 20
cultivares de alho, estimado a partir de 48 marcadores AFLP (r= 0,97)
(Floriandpolis-SC, CCA/UFSC, 2003).
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Figura 17. Dendograma de similaridade genética de 20 cultivares de alho, estimado com 16

marcadores morfoldgicos (Florian6polis-SC, CCA/UFSC, 2003).



De posse dos quatro dendogramas, pode-se observar a formagdao de dois grandes
grupos de similaridade nas quatro andlises, com excecdo da cultivar Rei que isolou-se, em
relagdo aos outros grupos de acessos, nos dendogramas das isoenzimas, RAPD e AFLP com
indices de similaridade genética de 68, 60 e 40%, respectivamente. Por outro lado, no
dendograma gerado pela andlise multivariada, pode-se observar uma forte relagdo desta
mesma cultivar com o grupo II, porém, separada por um baixo indice de similaridade (35%)
das demais cultivares desse mesmo grupo. A cultivar Chinesao compartilha o grupo I nas
analises multivariada, isoenzima e AFLP. A cultivar Fuego/INTA situou-se no grupo I da
analise multivariada e RAPD e no grupo II nas analises de isoenzimas e AFLP. As cultivares
Mexicano, Colorado, Gigante, Chinés/Arg e Chinés/Chi, compartilham o grupo II na analise
de isoenzimas e nas demais analises compartilham o grupo L.

As demais cultivares comerciais situaram nas mesmas relativas posicdes dos
dendogramas, com a ressalva de que na analise isoenzimatica as cultivares Chinés/Arg e
Chinés/Chi agruparam-se separadamente dos dois grandes grupos, ligando-se a esses com
65% de similaridade (Figura 5).

Com exce¢do das cultivares Chinesdo, situada nos grupos I e II nos dendogramas
AFLP e RAPD, respectivamente, ¢ compartilhando o grupo I nos dendogramas das
isoenzimas e AFLP e Fuego/INTA, situada nos grupos I e Il nos dendogramas RAPD e AFLP,
respectivamente, e compartilhando o grupo II nos dendogramas das isoenzimas e AFLP, os
demais acessos situaram nas mesmas relativas posi¢cdes nos dendogramas, com algumas
ressalvas para as isoenzimas. As cultivares Mexicano, Colorado, Gigante, Blanco, Chinés/Arg
e Chinés/Chi. estdo situadas no grupo II do dendograma isoenzimas, mas nas mesmas
relativas posicdes (grupo I) dos dendogramas RAPD e AFLP. A cultivar rei, da espécie
ampeloprasum isolou-se nos trés dendograma, apresentando grau de similaridade de 40%,

60% e 68%, respectivamente para os dendogramas AFLP, RAPD e isoenzimas.



DISCUSSAO

Até o momento, nenhum estudo de caracterizagdo genética foi realizado com as
variedades crioulas de alho existentes na regido Sul do Brasil. Portanto, esta ¢ a primeira
contribuicdo no sentido de caracterizar e estimar a diversidade genética existente entre esses
acessos, bem como identificar o grau de similaridade existente entre eles e as cultivares
comerciais, também incluidas neste estudo.

Os resultados obtidos podem ser associados a quatro topicos: avangos metodologicos,
a caracterizag¢do da diversidade genética pelos diferentes marcadores, analise de agrupamento
e a analise comparativa e conjunta envolvendo diferentes marcadores para as cultivares
comerciais de alho.

Dentre os descritores recomendados pelo IPGRI (International Plant Genetic
Resources Institute), cinco tiveram aplicabilidade comprovada neste trabalho, a saber, formato
transversal do bulbo (FTB), largura da folha (LFO), cor da tinica do bulbo (CTB), cor da
tunica do dente (CTD) e porte da planta (ARQ). Tais descritores fazem parte do grupo de
descritores de maior importancia na caracterizagdo dos acessos. Isto ¢ relevante, considerando
que tais informagdes poderao ser utilizadas para facilitar o intercambio de material genético e
de informagdes entre diversos paises, principalmente das cultivares nacionais e introduzidas,
aqui avaliadas, que sdo hoje cultivadas em diversas regides do mundo.

Dois fatores sdo considerados cruciais para obtencdo de uma boa resolucdo e
atividade enzimadtica a partir da extragdo de enzimas de tecidos vegetais.: 1) a conservagao do
material vegetal desde o momento da coleta até¢ a extracdo, e 2) a eliminacao de polifenois
(Alfenas et al., 1991). Contudo, além desses, a condi¢do de cultivo influencia drasticamente
na atividade da enzima. No trabalho de Dantas (2000), bandas do sistema enzimatico
Fosfatase Acida (ACP), reveladas a partir de tecidos de porta-enxertos de macieira cultivados
in vitro, apresentaram menor nitidez e diferentes padrdes comparado aos tecidos das plantas
cultivadas in vivo. Alfenas et al., (1991) relata que além da importancia de se empregar um
mesmo tipo de tecido para comparagdo de amostras, e da influéncia do estadio vegetativo da
planta na atividade da enzima ¢ de fundamental importancia a padroniza¢do das condi¢des de
cultivo das plantas visando reduzir efeitos negativos das condi¢des de cultivo sobre a
expressdo diferencial de enzimas indutivas e de genes, de acordo com a diferenciagdo de
tecidos. E bem provavel que as condi¢des artificiais de cultivo, utilizadas neste estudo, foram
responsaveis pela falta de atividade enzimatica ocorrida nas amostras desses acessos, tornando

com isso, praticamente impossivel a analise dos mesmos.



Poucos trabalhos referentes a comparacao de tecidos para extragdo de proteinas tém
sido encontrados na literatura. No presente trabalho, ndo foi encontrado diferenca significativa
entre os dois tipos de tecido analisados quanto a resolugdo das bandas, exceto para a raiz no
sistema SKDH que apresentou melhor resolu¢do comparado ao tecido da folha. Nos trabalhos
de Augustin e Garcia (1993), tecidos de folhas jovens e raizes de alho foram igualmente
responsivos quanto a resolugdo e atividade enzimatica nos sistemas EST, GOT, PRX, MDH e
ACP, sendo os dois ultimos, também utilizados neste estudo. Divergindo de tais resultados,
Siqueira et al., (1985) relatam uma resolugdo satisfatoria de enzimas de tecidos da
extremidade de raizes jovens de alho para as isoenzimas PGI, EST, ADH e PRX, enquanto
que apenas a isoenzima PGI apresentou atividade em folha. Vale ressaltar que, em nosso
estudo foram testadas folhas e raizes de plantas em estadio avancado de crescimento, e tal fato
poderia justificar as divergéncias encontradas entre nossos resultados e o de Siqueira et al.,
(1985).

Nenhuma variacao alélica foi observada nas isoenzimas GTDH, MADH, LAP, GDH,
ALPA, GOT e SOD. Apesar de ter havido variacdo aparente para PGM, PRX, SKDH, EST
(alfa e beta), IDH e ME, esses dados ndo foram incorporados na analise devido a baixa nitidez
das bandas ou atividade inconsistente da enzima. Ao contrario dos resultados aqui obtidos,
variagdes eletroforéticas bem resolvidas foram obtidas em trabalhos anteriores de
caracterizacdo genética para alguns desses sistemas. Pooler e Simon (1993), utilizando oito
sistemas isoenzimaticos polimorficos para caracterizagdo genética de 110 clones de alho,
detectaram dois padrdes para PGM ¢ quatro padrdes para B-EST. Siqueira et al., (1985)
estudando a diversidade genética de 72 clonse de A. sativum e um clone de alho-rei (A.
ampeloprasum) obtiveram dois padrdes para a isoenzima PRX, evidenciando nesta, boa
individualizagdo das bandas. Por outro lado, hd também estudos evidenciando nio haver
polimorfismo nesse mesmo sistema isoenzimatico (Mass e Klass, 1995). E razoavel
considerar que essas diferengas sejam estabelecidas em fun¢ao da metodologia empregada em
cada caso, considerando as diferentes rotinas empregadas em cada laboratério. Um aspecto
importante deste trabalho foi a adaptac¢do da isoenzima G2DH, nunca utilizada anteriormente,
para caracterizacao genética de alho. Isto significa um avango, ja que existem poucos sistemas
isoenzimaticos, identificados para estudo dessa espécie.

Para a caracterizacdo genética dos acessos de alho, com o uso de marcadores
moleculares, houve a necessidade de adaptar os protocolos pré-estabelecidos, visando sua
otimizagdo e obtencao de resultados inequivocos, uma vez que um mesmo protocolo ndo se

adapta a um grande nlimero de espécies.



A otimizagdo de reagentes para reacdes de RAPD ¢ fator essencial para otimizagao de
nimero de bandas geradas, sua intensidade e reprodutibilidade (Welsh e McClleland, 1990).
Essa necessidade de otimizagdo deve-se, inclusive, as diferentes marcas de reagentes
utilizadas, as quais possuem diferentes graus de pureza, pois, as reagdes RAPD parecem ser
extremamente sensiveis a qualidade dos reagentes para a producdo de padroes de bandas sem
dados ambiguos e com reproducdo entre diferentes laboratorios (Carlson et al., 1991; Bucci e
Menozzi, 1995). Na defini¢ao do protocolo para reagdes de RAPD partindo-se do protocolo
descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998), alguns ajustes, como o aumento da concentracao
de magnésio para 3,0 mM, e o aumento de volume de reacdo de 13 para 20 uL, foram de
grande importancia para o presente trabalho. No entanto, a definicdo de uma enzima Taq
DNApolimerase de boa qualidade, foi decisiva para amplificagdo de um bom numero de
bandas e com boa intensidade. Existem diferentes fabricantes que produzem a enzima,
existindo variacdes quanto a qualidade da mesma entre um fabricante e outro, o que pode
afetar a eficiéncia dessas enzimas nas reagdes de PCR. Outro aspecto importante na defini¢cao
do protocolo foi a necessidade do uso de BSA, responsavel pela estabilidade da enzima Taq
DNApolimerase nas reagdes, sem a qual nenhum dos testes realizados resultou na
visualizac¢ao de fragmentos amplificados.

O protocolo para marcadores AFLP, otimizado no presente trabalho, foi constituido
pelas mesmas etapas descritas por Vos et al. (1995). A adaptagdo deste protocolo para
utilizagdo nas analises do alho constou basicamente da utilizagdo dos iniciadores ECORI sem a
diluicao recomendada pelo fabricante. A justificativa para tal deveu-se ao fato que a dilui¢ao
desse iniciador gerou um nimero limitado de produtos de amplificacdo e com baixa nitidez. O
uso deste iniciador sem dilui¢do, além de amplificar bandas com excelente nitidez, produziu
maior numero de bandas de baixo peso molecular. A identificagdo de novas combinagdes de
iniciadores, diferentes daqueles utilizados por Ipek e Simon (2001), foi também outro aspecto
importante deste trabalho, j& que poderdo ser utilizados em trabalhos futuros de caracterizagao
genética de alho.

Outro aspecto relevante no protocolo, diz respeito a coloracdo do DNA com nitrato de
prata. O protocolo baseia-se na utilizacdo de nitrato de prata como agente impregnante em
meio 4cido, e a redug¢do da prata pelo formaldeido em meio alcalino. A prata reduzida se
deposita sobre o DNA e, sob acdo do carbonato de sodio, as bandas sao visualizadas. Um
problema verificado na coloragcdo foi o “background” escuro formado no gel, dificultando a
analise de bandas de mais fraca intensidade. Diversos autores tem discutido essa técnica

buscando sua otimizacdo com redugdo do problema citado. Segundo Stefenon (2003), o



sucesso da coloragdo do gel também esta relacionado a fatores como: a quantidade dos
reagentes, a qualidade da amplificagdo na PCR e a limpeza dos aparatos utilizados na
coloragdo do gel. Reagentes de baixa pureza e aparatos contaminados com residuos de
coloracdo anteriores, detergentes ou outras substidncias acabam por aumentar o “background”
por gerarem substratos para a deposicao da prata sobre o gel. No presente trabalho, utilizou-se
para coloragdo do DNA o protocolo descrito por Dantas (2002). A principal modificagao feita
diz respeito ao tempo de exposi¢ao dos produtos amplificados no nitrato de prata que passou
de 20 para 35 minutos, tempo suficiente para a deposi¢do desse reagente sobre os fragmentos
de DNA, posteriormente visualizados em solucao de carbonato de sodio.

Assim, este trabalho também trds uma significativa contribui¢cdo no que diz respeito a
otimizacdo tanto do protocolo de extracdo como de amplificagdo de DNA o que auxiliard as
futuras andlises gendmicas desta espécie.

Marcadores moleculares baseados na andlise direta da molécula de DNA tém sido
pouco utilizados para detectar variacdes em Bancos de Germoplasma de alho. Dentre esses
marcadores, o RAPD tem sido, notadamente, mais empregado neste tipo de estudo do que
qualquer outro marcador molecular, sendo encontrado estudos com relativa freqiiéncia na
literatura. Os marcadores AFLP sdo outra classe de marcadores de natureza dominante
extremamente informativa, desenvolvidos por Vos et al. (1995). Desde o advento desta
técnica apenas um trabalho, realizado por Ipek e Simon (2001), reporta a utilizacdo dos
marcadores AFLPs para caracterizacdo de Bancos de Germoplasmas de alho. Esta técnica tem
como grande vantagem a capacidade de gerar um grande nimero de marcadores em uma tnica
reagdo, com alto grau de repetibilidade dos padroes de banda obtidos (Vos et al., 1995;
Mueller e Wolfenbarger, 1999; Lerceteau e Szmidt, 1999).

Devido a natureza dominante dos marcadores RAPD e AFLP, o calculo da diversidade
genética ¢ apresentado como de dificil mensuracao em diversos trabalhos. Desse modo, alguns
artefatos tem sido utilizados para a determinagdo da diversidade genética de populagdes
estudadas, entre eles a determinagao dos indices de variabilidade através do método de analise
de varidncia molecular — AMOVA (Schmidt e Jansen, 2000), estimativa da divergéncia
nucleotidica, a partir de valores conhecidos de Fis (Chong et al., 1994), utilizando-se tecidos
de megagametofitos para realizar uma andlise prévia e posteriormente inferir a
heterozigosidade dos individuos amostrados (Bucci e Menozzi, 1995) e através do indice de
Shannon, recentemente utilizado para estimar a diversidade genética de populacdes de

Araucaria angustifolia (Stefenon, 2003). Neste trabalho a diversidade genética foi estimada



apenas determinando-se os valores de similaridade genética entre os acessos de alho através
do coeficiente de Jaccard e posterior analise de agrupamento pelo método UPGMA.

Dentre os 60 iniciadores testados para reacoes RAPD, 19 (32%) revelaram-se
polimoérficos. Desse total, apenas 10 (16,7%) foram utilizados na andlise, por apresentarem
bandas com boa intensidade, passiveis de serem interpretadas, reproducdo das reacdes e
auséncia de ambigiiidade na leitura das bandas. O nimero médio de bandas polimorficas por
iniciador foi de 2,5. Este valor pode ser considerado baixo, se comparado com os relatados em
outros trabalhos utilizando marcadores RAPD: 3,2 para Allium sativum e 4,6 para Allium
longicupis (Bradley et al., 1996), 3,3 para Araucaria angustifélia (Stefenon, 2003), 4,2 para
Eucalyptus urophylla (Pigato e Lopes, 2001), 5,0 para Picea abies (Bucci e Menozzi, 1995),
5,6 para Populus tremuloides (Chong et al., 1994) e 3,0 para Lycopersicun esculentum (Rus-
Kortekaas et al., 1994).

Em estudo conduzido por Maass e Klaas (1995), 48 acessos de alho de diferentes
espécies foram submetidos a analise RAPD. Os 15 iniciadores selecionados produziram um
total de 135 bandas, sendo que dessas, 125 foram polimorficas, portanto, mais de 90% de
polimorfismo. Tal polimorfismo parece ser extremamente alto quando se aplica esses
marcadores para comparacdo de gendtipos de diferentes espécies, sendo semelhantes as
espécies de plantas férteis. Quando Wilkie et al. (1993) aplicou a analise RAPD em cebola e
outras espécies de Allium, 17 dos 20 iniciadores usados revelaram polimorfismo em Allium
sativum e Allium ophioscorodon, porém, praticamente todos os iniciadores detectaram
polimorfismo entre as cultivares de cebola.

Em comparagdo com os estudos acima mencionados, o presente trabalho demonstrou
que apesar do baixo numero de bandas amplificadas, os marcadores RAPD foram eficientes,
principalmente por terem apresentado resultados comparaveis aos proporcionados pelas
1soenzimas e pelo nivel de polimorfismo detectado entre os acessos analisados, o que permitiu
a construcdo de agrupamentos similares aos produzidos por AFLPs.

O namero total de bandas amplificadas por cada combinacao AFLP utilizada variou
entre 75 (Eco ACT + Mse CTA) e 128 (Eco ACC + Mse CAT), tendo o nimero de bandas
polimorficas variado entre 13 (Eco ACT + Mse CTA) e 20 (Eco ACG + Mse CAG), valores
correspondentes a 17,3% e 19% do total de bandas geradas por cada combinacio,
respectivamente. O tamanho das 48 bandas polimorficas geradas, variou entre 40 a 330 pares
de base (pb). Utilizando o mesmo kit empregado neste trabalho, Ipek e Simom (2001)
reportara valores superiores de numero de bandas polimorficas amplificadas em trés

combinagdes diferentes das utilizadas neste trabalho. Foram geradas 180 bandas polimorficas



em um intervalo de tamanho de 67 a 457 pb. O maior numero de bandas polimorficas
reportadas por estes autores, pode estar relacionado ao fato de terem sido utilizados naquele
trabalho, iniciadores de amplificacdao seletiva ECO RI com quatro extensdes de nucleotideos
visando reduzir o nimero de bandas amplificadas, com o objetivo de diminuir o grau de
ambigiiidade e desse modo, efetuar a leitura das bandas com maior seguranca.

O kit utilizado no presente trabalho ¢ recomendado pelo fabricante para espécies de
plantas com tamanho de genoma de 5 x 10* a 6 x 10° pb (Ipek e Simom (2001). Vale lembrar
que o alho tem um genoma aproximadamente 3 x 10' pb (Ranjekar et al., 1978) e
considerando que neste trabalho foram utilizados iniciadores Eco RI com apenas trés bases
seletivas, o resultado foi a amplificagdo de um grande ntimero de bandas, sendo realizado a
leitura apenas daquelas que ndo deixavam duvida quanto a sua interpretacdo. Apesar do menor
numero de bandas polimdrficas encontradas, em relagdo ao trabalho de Ipek e Simon (2001),
consideramos que os resultados obtidos demonstraram uma excelente capacidade informativa
da técnica AFLP em gerar informacdes a respeito do genoma de alho, sem a necessidade de
aplicar um grande nimero de combinagdes de iniciadores.

De fato, os marcadores moleculares utilizados neste trabalho comprovaram sua
eficiéncia, permitindo acessar uma maior quantidade do genoma do alho, o que possibilitou a
caracteriza¢do mais eficiente dos acessos do Banco Ativo de Germoplasma.

Os resultados obtidos a partir da anélise de componentes principais permitem inferir
que dez, dos 16 descritores morfologicos, contribuiram significativamente para a formacao
dos trés eixos componentes principais, que explicam 64% da variacdo fenotipica total
disponivel. Nota-se que entre os descritores, apenas dois sdo de carater quantitativo, peso do
bulbo (PBU) e altura de plantas (APL). Este resultado contraria os obtidos por Menezes
Sobrinho (1999), que relata nove varidveis quantitativas de maior valor, num total de 18
utilizadas, em estudo de caracterizacao morfologica de clones de alho.

O dendograma construido a partir do conjunto de dados morfologicos, resultou na
formacao de dois grandes grupos de acessos. Porém, a variabilidade observada em cada acesso
comparativamente aos demais, entre elas a presenca de haste floral, densidade foliar e angulo

de inser¢ao da folha com o pseudo-caule, foi em parte devido ao ambiente do local, onde as



avaliagdes foram efetuadas, pois, a regido apresenta caracteristicas ambientais particulares e,
portanto, o fenotipo desses acessos podem ser afetados quando cultivados em outras regides
com caracteristcas ambientais diferentes. O alho apresenta elevada plasticidade fenotipica, ou
seja, o mesmo genotipo ou clone pode apresentar variagdes morfologicas em respostas a
interacoes com fatores ambientais, como solo, clima e umidade (Jones ¢ Mann, 1983).
Ilustrando, a cultivar Chonan quando cultivada em baixa altitude (abaixo de 300 m) ndo emite
haste floral por ser um gendtipo exigente em baixas temperaturas para floragdo. Assim, para
que tais parametros possam ser aplicados de forma generalizada, deveriam ser mensurados
novamente em outros ambientes.

Por essa razdo, levando-se em consideracdo os caracteres morfoldgicos que indicaram
maior correlagdo com as amostras analisadas, entre eles: formato transversal do bulbo (FTB),
cor da tinica do bulbo (CTB) e largura da folha (LFO), e a experiéncia acumulada pela
Epagri, o presente trabalho propos um reagrupamento dos acessos crioulos, que podera ter
utilidade pratica e uso rotineiro no manuseio dos acessos do BAG. Os mesmos parametros de
diferenciag@o aqui aplicados foram utilizados nos trabalhos de Souza et al., (1977 e 1978). No
entanto, Menezes Sobrinho (1999), sustenta a importancia do angulo de insercdo das folhas
aos 90 dias apds o plantio, como importante pardmetro na caracterizagdo e distin¢gdo de clones
de alho.

A partir do novo agrupamento (Tabela 4), pode-se observar trés classes de variedades
crioulas, onde apenas a variedade comercial Gigante associou-se a uma delas. Os demais
acessos distribuiram-se em quatro grupos.

O grupo I apresenta acessos com bulbo codiforme, tinica de cor branca com estrias
arroxeadas e bulbilhos rosados. A planta apresenta folhas de largura intermedidria e porte
semi-ereto. O grupo II ¢ formado por acessos de bulbo circular, tinica de cor branca com
estrias arroxeadas e bulbilhos arroxeados. As plantas apresentam folhas de largura
intermediaria e porte semi-ereto, que se dobram apenas nas extremidades. O grupo III ¢
formado por acessos com bulbos pequenos, de formato circular, tinica de cor branca com
estrias arroxeadas e bulbilhos rosados. As plantas apresentam folhas estreitas e arquitetura
ereta. No grupo IV, os acessos nacionais incluidos nesse grupo caracterizam-se por apresentar
bulbos de tamanho médio, formato codiforme, tinica de coloracdo pérola e bulbilhos de cor
roxa, com leve variacdo de uma cultivar para outra, folhas intermedidrias e porte semi-ereto se
dobrando préximo as extremidades. O ciclo tardio e as caracteristicas morfologicas do bulbo,

notadamente a cor dos bulbilhos, fazem com que todas as cultivares representantes deste

grupo



sejam consideradas nobres, (Menezes Sobrinho, 1978).

Analisando-se isoladamente as caracteristicas morfoldgicas da parte aérea, a cultivar
Contestado, também incluida no grupo IV, diferencia-se das demais por apresentar folhas
mais largas e decumbentes. A cultivar Fuego/INTA, também incluida nesse grupo, difere das
outras nas mesmas caracteristicas citadas. Apresenta folhas de largura intermediaria de porte
ereto e ciclo comparativamente mais tardio. Isto ¢ compreensivel, considerando que trata-se
de uma cultivar procedente da Argentina, recentemente introduzida no Brasil, mais exigente
em fotoperiodo para bulbificacao.

A cultivar Carda, representante do grupo V juntamente com a cultivar Chinesao,
caracteriza-se pelo bulbo com formato chato, tinica do bulbo e bulbilhos de cor branca e
folhas estreitas apresentando porte ereto. Estas caracteristicas faz com que esta cultivar seja
considerada comum (Mueller et al., 1985), sendo de grande importancia para as regides de
baixa altitude do Estado de Santa Catarina por ndo apresentar exigéncia de frio.

Todas as cultivares introduzidas no Brasil, exceto Fuego/INTA e Chinesdo, fazem
parte do grupo VI. As variagdes morfoldgicas observadas entre as cultivares desse grupo
dizem respeito principalmente ao aspecto foliar da planta. As cultivares chinesas Soft Steim e
Hard Steim apresentaram caracteristicas idénticas em praticamente todos os descritores
avaliados, exceto alguma variagdo relacionada ao peso do bulbo. As cultivares Chinés/Arg e
Chinés/Chi, também procedentes da China, apresentam tragos morfologicos das folhas
idénticos, porém, existem variacdes relacionadas a cor de bulbilhos. As cultivares Blanco e
Colorado de origem Argentina, apresentam folhas de largura intermediaria e decumbentes,
diferindo-se entre si pela coloracdo da tinica dos bulbilhos. Por fim, o grupo VII formado
unicamente pelo alho-rei, da espécie A. ampeloprasum, apresenta caracteristicas, tanto da
parte aérea quanto dos bulbos, muito diferente dos acessos representativos da espécie sativum.
O bulbo ¢ grande, apresentando trés a cinco bulbilhos grandes de coloracdo branca e as folhas
sao muito largas e decumbentes com algumas estrias roxas na superficie.

Os resultados obtidos a partir dos valores de heterozigosidade, encontrados na andlise
de isoenzimas, demonstram uma boa capacidade informativa desses marcadores na analise da
diversidade genética em populagdes de alho, podendo ser indicado para este tipo de estudo.

Embora o nimero de locos alozimicos utilizados neste estudo tenha sido baixo, foi
detectado um numero expressivo de genotipos completamente homozigotos para os sete locos

alozimicos. Geralmente, as plantas que se propagam vegetativamente, sao de fecundagao



cruzada, podendo apresentar um elevado indice de heterozigosidade. Contudo, este nao ¢ o
caso do alho, em razdo de que foi o grande niimero de cultivares comerciais de alho (8 de 20)
que demonstraram homozigose nos sete locos alozimicos acessados.

Trabalhos anteriores com marcadores morfologicos (Siqueira et al., 1985; Menezes
Sobrinho, 1999) e com marcadores isoenzimaticos (Algustin ¢ Garcia, 1993; Siqueira et al.,
1985; Pooler e Simon, 1993; Mass e Klass, 1995) empregados na caracterizagdo genética de
Bancos de Germoplasma de alho, foram utilizados como parametros de comparagdo da
capacidade informativa dos sistemas isoenzimaticos utilizados neste estudo.

Os sete locos isoenzimaticos utilizados na analise genética das 20 cultivares de alho,
detectaram niveis de similaridade que variaram de 33%, entre as cultivares Chinesdo e
Chinés/Arg, até 100% entre pares de cultivares brasileiras e chinesas, sugerindo com isso a
possivel ocorréncia de genétipos duplicados ou quase isogénicos no Banco Ativo de
Germoplasma.

Como a maioria das cultivares, exceto a cultivar Gigante, agruparam-se separadamente
dos acessos crioulos na analise multivariada, ¢ importante associar as analises isoenzimaticas
com a analise multivariada, baseada nas caracteristicas morfologicas dos acessos. Esta
associacao possibilitou uma nova configuragdo de agrupamento com a formagdo de seis
grupos (Tabela 7). Os contrastes morfologicos existentes entre os acessos possibilitou
estabelecer subgrupos dentro de dois dos seis grupos de similaridade, formados a partir dos
sete locos isoenzimaticos.

O padrao “A” da isoenzima PGI-2 foi constante para todas as amostras nos seis
grupos formados. A cultivar Chinesdo, enquadrada isoladamente no grupo I, apresentou um
unico padrdo isoenzimatico homozigoto para todos os sistemas analisados. Esta cultivar
apresenta bulbos grandes de formato codiforme, tunicas de coloragdo branca e pelicula branca
nos bulbilhos. As folhas sdo largas e apresentam porte decumbente, dobrando-se suavemente
ao meio.

No grupo II aparecem as cultivares Card, Russo, Hard Steim e Soft Steim. As
cultivares Hard Steim e Soft Steim além de apresentarem todas as caracteristicas morfoldgicas
idénticas, vistas na analise multivariada, ainda compartilham 100% de seus marcadores
isoenzimaticos. A cultivar Card, agrupada juntamente com a cultivar Chinesdo na analise
morfologica, difere aqui da mesma cultivar pela presenca do padrao “C” nas isoenzimas ACP,
MDH e PGI-1. Este padrao poderia estar associado ao porte da folha ou formato de bulbo, ja

que as demais caracteristicas foram idénticas.



O grupo III envolve as cultivares Roxo Caxiense, Fuego/INTA, Mexicano, Colorado,
Contestado, Cagador-30, Cacador-40, Jonas, Chonan, Quitéria, Gigante ¢ Blanco. Quando
subdividido por tracos morfoldgicos, nota-se que as cultivares nobres desse grupo, que sao de
grande expressdo para as regides produtoras no Sul do Brasil, agruparam-se igualmente a
exemplo do que ocorreu na analise multivariada. As cultivares nacionais que compdem esse
grupo foram situadas no mesmo grupo proposto por Augustin e Garcia (1993), para os
padrdes isoenzimaticos ACP, EST e PRX.

As cultivares Cagador-40 e Jonas, incluidas no subgrupo (b) do grupo IIl, sdo clones
originados a partir da cultivar Cagador-30. E importante ressaltar que essas cultivares
compartilham 100% de seus marcadores e apresentaram os mesmos tracos morfologicos da
parte aérea, porém, algumas variagdes no tamanho de bulbo. Nas observacdes feitas em
ensaios realizados a campo, essas trés cultivares apresentaram produtividades diferente,
(Mueller et al., 2000). Isto levou os melhoristas, envolvidos no trabalho de selegdo, a
concluirem sobre a ocorréncia de uma provavel mutagdo da cultivar para peso de bulbo.

A cultivar Gigante e Blanco isolaram-se nos subgrupos (c) e (d) , respectivamente, em
funcdo das suas caracteristicas especificas, tanto da parte aérea quanto as do bulbo. As
cultivares Colorado e Mexicano, outra vez situaram no mesmo grupo. Apesar de apresentarem
tracos morfologicos similares, os padroes de isoenzimas revelados nessas duas cultivares sao
diferentes, sendo que para a cultivar Mexicano foi encontrado no sistema ACP e PGI-1,
padrdes “C” e “A”, respectivamente, e para cultivar Colorado, padrao “B” nos dois sistemas.
O mesmo pode ser observado em relagdo as cultivares Roxo caxiense e Fuego/INTA que
apresentaram um alto indice de similaridade (>0,95). Desde o inicio, quando foi introduzida a
cultivar Fuego/INTA no Estado de Santa Catarina, as semelhangas morfologicas observadas
entre essa cultivar e a cultivar nacional Roxo Caxiense, levou técnicos e produtores a
creditarem que tratava-se da mesma cultivar, porém, com denominagdes diferentes. No
entanto, neste trabalho, constatamos diferencas entre as cultivares, e essas diferencas podem
estar relacionadas com a presenca do padrao “C” de G2DH na cultivar Roxo Caxiense e
auséncia do mesmo padrdo na cultivar Argentina.

As cultivares Fuego/INTA, Mexicano e Colorado, incluidas no subgrupo (a) do Grupo
III apresentaram elevados indices de similaridade, variando de 0,81 a 0,97, com as cultivares
do subgrupo (b) do mesmo grupo, onde estao incluidas a maioria das cultivares nacionais.
Estes resultados indicam uma relagdo muito préoxima entre as cultivares introduzidas da
Argentina ¢ México com as cultivares de maior expressdo comercial no Brasil. Menezes

Sobrinho (1978) relata em seu trabalho que a maioria das cultivares de alho cultivados no



Brasil poderia ser procedente do México, Egito e alguns paises da América do Sul. Todavia,
ndo ha registros que tratam do periodo da sua entrada em nosso pais.

O padrao “E” de G2DH e “D” de MDH e PGI-2 praticamente situa a cultivar Rei (A.
ampeloprasum), isoladamente no grupo IV. Isto ¢ compreensivel, visto tratar-se de uma
espécie diferente. Além do padrdo isoenzimatico encontrado somente nesta espécie, a planta
difere morfologicamente das outras pelas mesmas caracteristcas apresentadas na andlise
multivariada. Esse resultado corrobora com o de Siqueira et al., (1985), que detectou padrao
unico de isoenzima para um clone da espécie ampeloprasum.

As cultivares chinesas, Chinés/Arg e Chinés/Chi, apesar de terem apresentado padroes
eletroforéticos diferentes, ndo foi observado a campo nenhuma diferenca quanto aos aspectos
morfologicos da parte aérea. Os diferentes padroes de G6PDH, MDH e PGI-1 revelados para
as duas cultivares, podem estar correlacionados com aspectos morfologicos dos bulbos, que
apresentaram variagoes na coloragao dos bulbilhos.

O maior grau de diferenciagdo entre os 20 acessos, verificado neste estudo em relacdo
aos desenvolvidos por Augustin e Garcia (1993) e Siqueira et al. (1985), pode ser atribuido
aos sistemas enzimaticos utilizados, a metodologia empregada e a maior variagdo genotipica
das cultivares em foco. Nas analises desenvolvidas por Siqueira et al., (1985), verificou-se
sempre uma estreita associacdo entre os padrdes, o que nao foi observado neste trabalho.
Exemplos como estes evidenciam a necessidade de aprofundamento nos estudos de
caracterizacdo genética de Bancos de Germoplasma de alho, porém, abrindo mao de técnicas
com maior capacidade informativa.

A andlise de agrupamento dos dados de RAPD foi comparéavel aquela produzida pelos
AFLPs, tanto que, praticamente todos os acessos crioulos que compartilharam 100% de seus
marcadores, exceto as cultivares comerciais Chinesdo e Blanco, também compartilharam
100% de seus marcadores no dendograma gerado na andlise AFLP. Os principais tragos
morfolégicos indicados na andlise de componentes principais e também associados aos
marcadores isoenzimaticos para caracterizacao das 20 cultivares comerciais, mostraram uma
tendéncia de agrupar-se com a maioria dos grupos de acessos, formados a partir dos
marcadores RAPD e AFLP. Uma diferenga notavel foi que nove acessos do grupo IV, no
dendograma RAPD, formaram o grupo I do dendograma AFLP, ficando fortemente separado
dos demais grupos que incluem os acessos crioulos formado neste dendograma. Na analise
RAPD os grupos de acessos crioulos estavam associados mais estreitamente,

comparativamente ao que foi detectado pelos AFLPs.



A analise feita com a unido dos marcadores RAPD e AFLP, mostrou uma estrutura de
dendograma muito semelhante ao que foi apresentado na andlise AFLP, principalmente com
relagdo aos grupos contendo acessos crioulos. No reagrupamento feito a partir dos descritores
morfologicos mais correlacionados com os acessos crioulos na andlise de componentes
principais, também foi observado a formacao de trés grupos desses acessos, com a diferencga
de que havia menor indice de similaridade genética entre os acessos, dentro de cada grupo.

As variagdes encontradas nesse tipo de analise, podem ter sido causadas por poucas
modificacdes no DNA que causaram grandes efeitos fenotipicos, que foram captados pelos
descritores morfoldgicos, mas nao pelos moleculares, provavelmente pela baixa quantidade do
genoma acessado. Além disso, a magnitude das diferengas entre os acessos também pode ter
sido resultante da interagdo gendtipo-ambiente. Realmente, a variacao entre cultivares de alho
¢ relativamente grande, e manifestam-se nos mais variados ambientes, podendo-se notar
diferencas sensiveis no desenvolvimento da planta, comprimento e largura das folhas, ciclo da
cultura, brotacdo prematura, conservag¢do, conteido em soélidos soluveis, conformacao,
tamanho e cor do bulbo e, ainda, nimero, tamanho, forma e coloragao dos bulbilhos.

Os agrupamentos das variedades comerciais foram similares quando formados por
marcadores RAPD e AFLP, porém, os indices de similaridade encontrados entre alguns
acessos no dendograma AFLP foi superior, mostrando a maior capacidade desse marcador
para detectar diferencas entre os acessos. Por exemplo, as cultivares Colorado, Fuego/INTA e
Roxo Caxiense, compartilharam 100% de suas bandas na andlise RAPD, enquanto que a
analise AFLP detectou variagdo entre as cultivares Fuego/INTA e Roxo Caxiense de 0,94,
essas, suspeitas de serem genétipos duplicados com denominagdes diferentes. Essa mesma
diferenca, também revelada na analise com marcadores isoenzimaticos, morfologicos e
confirmados na andlise efetuada com os 95 marcadores RAPD e AFLP unidos, parece nao
deixar davidas com relagdo a divergéncia encontrada entre essas duas cultivares de origem
diferente. Neste caso, as diferengas moleculares provavelmente ndo interferem na expressao
fenotipica dos descritores morfologicos utilizados.

As cultivares Gigante, Cara, Blanco e Chinesdo, agruparam-se em um dos grandes
grupos dos acessos crioulos formados no dendograma RAPD, revelando indices de
similaridade acima de 97% com estes grupos de acessos. Essa relagdo encontrada,
principalmente entre as cultivares Chinesao e Blanco com os acessos crioulos no dendograma
RAPD, ¢ divergente daquela encontrada na analise AFLP, bem como na analise multivariada,
onde elas estdo mais associadas ao grupo de cultivares comerciais. No dendograma AFLP, a

cultivar Chinesao apresentou 80% de similaridade no ponto de ligagdo com todos os outros



grupos do dendograma. Na analise das 20 cultivares comerciais, realizada com os marcadores
isoenzimaticos, foi verificado para a cultivar Chinesdo, um padrdo Uinico de isoenzimas em
todos os sistemas analisados. Realmente, a diferenca entre essas duas cultivares com os
acessos crioulos, pode estar associada principalmente com as caracteristicas morfologicas da
planta, observadas em avaliagdes realizadas a campo, notadamente aquelas de maior
relevancia detectadas pela analise multivariada.

Tanto as cultivares Soft Steim e Hard Steim, como Quitéria e Jonas, apresentaram
100% de similaridade entre si, com o uso de ambos os marcadores RAPD e AFLP. Vale
lembrar que, na analise com isoenzimas, para as duas primeiras cultivares citadas, ja havia
sido detectada tal grau de semelhanca, que também foi elevado na analise multivariada de
agrupamento. O resultado desta analise revelou a existéncia de caracteristicas morfologicas
idénticas em praticamente todos os descritores avaliados, para as duas primeiras cultivares,
exceto algumas variagdes relacionadas ao tamanho do bulbo.

As cultivares Cagador-30 e Cacgador-40 agruparam-se, apresentando 100% de
similaridade nas analises isoenzimatica e de RAPD, porém, a analise AFLP detectou variagao
entre essas duas cultivares. Essas variagdes moleculares podem estar associadas as pequenas
diferencas observadas nos tracos morfoldgicos do bulbo. Em ensaios realizados pela Epagri,
envolvendo essas duas cultivares, foram detectados diferencas significativas com relagdo a
produtividade das mesmas (Mueller et al., 2003 — resultados ndo publicados). Ja os acessos
Jonas e Quitéria compartilham 100% das bandas RAPD e AFLP, no entanto, revelaram
padrdes eletroforéticos diferentes na andlise de isoenzimas, apresentando pouco mais de 93%
de similaridade genética e uma pequena divergéncia na analise multivariada de agrupamento.
Essas pequenas diferencas, reveladas pelos marcadores morfologicos e isoenzimaticos,
possivelmente estejam relacionados com alguns dos descritores influenciados pela agdo do
ambiente, possivelmente pela presenca de haste floral (HFL) e forma de distribui¢do dos
bulbilhos no bulbo (FDB) que, apesar de fortemente correlacionados com essas duas
cultivares, suas médias apresentaram um elevado desvio padrdo, e pelo reduzido nimero de
locos isoenzimaticos analisados.

O dendograma oriundo da andlise a partir da unido dos marcadores RAPD e AFLP
revelou uma estrutura muito semelhante ao dendograma gerado a partir da analise AFLP. No
entanto, observa-se que houve uma separagdo mais efetiva entre as variedades crioulas e as
variedades comerciais, exceto as variedades Card e Gigante que apresentaram uma estreita

ligacdo com os acessos crioulos em todas as analises realizadas neste trabalho.



A cultivar Gigante ¢, entre outras, uma cultivar de alho originada de variedades locais
encontradas no Sul do Brasil (Biasi, 1998 - informacdo pessoal) e vem sendo recomendada,
como alternativa de plantio para regides de baixa altitude e com temperaturas elevadas do
Estado de Santa Catarina, com boa aceitacdo entre os produtores. Neste trabalho ela
apresentou-se fortemente associada com um pequeno grupo de acessos crioulos, em todas as
analises apresentadas, exibindo 100% de similaridade com dois acessos, ora com 767 e ora
com 815, nas andlises RAPD e AFLP, respectivamente. No entanto, as caracteristicas
morfoldgicas relacionadas ao bulbo e a coloragdo dos bulbilhos, divergem entre a cultivar
Gigante e os acessos crioulos 767 e 815. A cultivar Gigante apresenta bulbo grande com
bulbilhos arroxeados, diferentes das duas variedades crioulas que apresentam bulbos de
tamanho médio e bulbilhos com pelicula branca.

A auséncia de variagdo interclonal, revelada entre varios acessos nas analises feitas
com marcadores moleculares, sobretudo na analise com os 95 marcadores RAPD e AFLP
agrupados, e levando-se em consideracdo as semelhancas nos principais tragos morfologicas
entre tais acessos, pode sustentar nossa hipotese inicial de que existe acessos duplicados no
Banco Ativo de Germoplasma de alho de Santa Catarina. E relevante mencionar ainda que, as
analises incluiram amostras de DNA de duas plantas, para cada uma das 20 cultivares
comerciais, e a falta de variagao intraclonal e interclonal, para alguns pares de acessos, reforca
esta hipotese. Virk et al., (1995) sugeriram que dois individuos, apenas poderiam ser provados
como idénticos, se seus genomas inteiros fossem seqiienciados. Desde entdo, € consenso entre
varios autores, que uma decisdo para que dois acessos de alho sejam tomados como
geneticamente idénticos s6 poderia ser feita através do uso das técnicas de discrimina¢do mais
eficientes disponiveis. Virk et al., (1995) relatam ainda que, 86 marcadores RAPD poderiam
ser suficientes para designar dois acessos de arroz como geneticamente idénticos com 99% de
confiabilidade. Se este for critério aceitavel e considerando que 95 marcadores moleculares
foram utilizados neste trabalho, poder-se-ia concluir que pelo menos 25 acessos crioulos que
compdem os Banco Ativo de Germoplasma de alho de Santa Catarina sdo geneticamente
diferentes entre si e dos demais acessos. Considerando o mesmo critério, as cultivares Soft
Steim e Jonas, também poderiam ser consideradas como acessos duplicados no Banco de
Germoplasma. O restante (51) dos acessos crioulos deveriam ser submetidos a uma nova
analise gendmica mais ampla.

Para estabelecer uma comparagcdo mais objetiva, matrizes de valores cofenéticos,
geradas pelos dendogramas a partir de marcadores de isoenzimas, RAPD e AFLP, foram

comparadas duas a duas, usando o teste de Mantel. A correlagdo entre os dendogramas RAPD



e AFLP foi de 0,89, indicando um alto nivel de concordancia entre os dois marcadores, para
agrupamento de acessos de alho. Uma boa harmonia entre as andlises RAPD e AFLP na
caracterizagdo da diversidade genética também foi relatada em meldo (Garcia-Mas et al.,
2000), arroz (Virk et al., 2000), alho (Ipek e Simon, 2001) e pimenta (Lefevre et al., 2001).
Ipek e Simon (2001) compararam a capacidade informativa dos marcadores RAPDs, AFLPs e
isoenzimas para estudar a diversidade genética de uma coleg@o de alho, provenientes de varias
regides do mundo. Detectaram, pelo teste de Mantel, uma correlagdo de 0,96 entre os
marcadores RAPD e AFLP, indicando uma alta concordancia para esses marcadores. De
forma geral, a andlise de agrupamento com os dados de isoenzimas, foi comparavel as
analises de RAPD e AFLP. O teste de Mantel indicou neste trabalho, uma correlagdo entre os
dendogramas de isoenzimas e RAPD de 0,54 e entre Isoenzimas e AFLP de 0,64. Apesar de
serem relativamente baixos, os valores foram considerados significativos pelo teste de Mantel.
Estas correlagdes sdo superiores as que foram detectadas no trabalho de Ipek e Simon (2001),
de 0,55 entre isoenzimas e AFLP e 0,57 entre isoenzimas e RAPD. Acredita-se que as
correlagdes estabelecidas neste trabalho, poderiam ser melhoradas caso um maior nimero de
locos isoenzimaticos tivessem sido analisados.

Devido a metodologia estatistica adotada neste estudo, ndo foi possivel estabelecer este
tipo de correlacdo entre os dendogramas gerados a partir dos marcadores isoenzimaticos,
RAPD e AFLP, com o dendograma gerado na analise de agrupamento a partir dos descritores
morfoldgicos. Contudo, considerando o padrdo de estrutura, relativamente homogénea,
encontrado nos quatro dendogramas, pode-se concluir que hd uma consideravel semelhanga

entre eles.



CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Com base nos resultados obtidos e considerando as hipdteses levantadas e objetivos

propostos, as principais conclusdes do presente trabalho foram:

- Os descritores morfologicos cor da tunica do bulbo, arquitetura da planta, largura da folha,
cor da tinica dos bulbilhos, formato transversal do bulbo e altura da planta sdo os mais
adequados para a caracterizacdo e distingdo dos acessos do Banco Ativo de Germoplasma de

alho de Santa Catarina;

- Considerando-se tratar de uma espécie de propagacao praticamente assexuada, os valores de
heterozigosidade encontrados na anélise de isoenzimas, sugerem que existe uma quantidade
razoavel de variabilidade genética entre os acessos do Banco Ativo de Germoplasma de alho,
demonstrando uma boa capacidade informativa desses marcadores na analise da diversidade

genética em populagdes de alho, podendo ser indicado para este tipo de estudo;

- O sistema izoenzimatico G2DH, foi adaptado pela primeira vez, e significa avangos no
estudo da diversidade genética de Allium sativum e Allium ampeloprasum, ja que existem

poucos sistemas identificados para essas espécies;

- As adaptacdes e otimizacdes realizadas neste trabalho permitiram a obtengdo de protocolos
especificos para analise genética de Allium sativum e Allium ampeloprasum através de

marcadores moleculares RAPD e AFLP;

- O nimero de bandas polimorficas amplificadas pelos marcadores RAPD e AFLP foi
relativamente baixo, porém, ambos métodos mostraram-se adequado na caracterizagao
genética do alho;

- A associacdo dos resultados obtidos pela analise dos marcadores morfoldgicos,
isoenzimaticos e moleculares possibilita a classificacdo das cultivares comerciais, de origem
nacional e introduzidas, em sete grupos de similaridade, considerando o indice de 0,93 em

todas as analises efetuadas;

- A anélise com os 95 marcadores moleculares unidos, indica que dos 76 acessos de alhos
crioulos do Banco Ativo de Germoplasma de Santa Catarina, pelo menos 25 sdo

geneticamente diferentes entre si. Com base nos mesmos marcadores, os pares de cultivares



comerciais Soft Steim e Hard Steim, Quitéria e Jonas, também poderiam ser considerados

duplicados. No entanto, outros marcadores ndo suportam esta hipotese para o segundo par;

- A hipotese levantada sobre a possibilidade das cultivares Roxo Caxiense e Fuego/INTA
serem 0 mesmo gendtipo, com denominagdes diferentes em locais diferentes, ndo se

confirmou, de acordo com as andlises a que foram submetidas essas cultivares neste trabalho.

- Os indices de similaridade revelados pelos marcadores RAPD e AFLP, foram geralmente
altos para todos os acessos, comparativamente aos encontrados nas analises morfoldgicas e
isoenzimaticas. Porém, além da analise AFLP ter revelado maior polimorfismo, com um
nimero reduzido de combinagdes de iniciadores, o agrupamento dos 96 acessos foi mais
coerente com aquele formado a partir dos descritores morfologicos, sendo, portanto,

considerada neste trabalho, a técnica mais indicada para a detec¢do de polimorfismo em alho.

As descrigdes de cultivares de alho, a nivel nacional, geralmente sao incompletas e
realizadas com distintos critérios, criando situacdes confusas quando se pretende fazer uma
analise comparativa. O nivel de especificidade de um gendtipo, no manejo ao qual se submete,
restringe em muito a inferéncia de resultados especificos para outras condi¢des. Quando isto é
feito, a caracterizagcdo se comporta como equivocada, tornando as informagdes pouco uteis,
exceto para o proprio local.

Neste trabalho, procurou-se associar os métodos freqlientemente utilizados para
caracterizagdo genética de colegdes de germoplasma de alho com as técnicas moleculares
disponiveis para este tipo de estudo, visando obter um grau de seguranca maior na
recomendacao desses gendtipos, para atender as diversas regides climdticas do Estado de
Santa Catarina e do Brasil.

Contudo, os resultados, notadamente aqueles relacionados aos parametros
morfologicos, sdo oriundos de uma regido com caracteristicas ambientais intrinsicas, e,
portanto, devem ser tomados com cautela. Desta forma, recomenda-se que a Epagri de
continuidade a esta linha de pesquisa, com o estabelecimento de ensaios de longa duragao em
diferentes condi¢cdes de solo e clima, visando identificar o nivel de variagdes da interacao
genotipo ambiente dos acessos avaliados, para futuramente recomendar os resultados deste

trabalho com maior seguranga.
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ANEXOS



Anexo 1. Identificacdo, ano de coleta, origem e caracteristicas morfologicas de acessos crioulos do Banco Ativo de Germoplasma de alho
de Santa Catarina (Floriandpolis-SC, Epagri/CCA/UFSC, 2003).

Identificacao espécie Ano de Procedéncia Tempo de Caracteristicas gerais da planta
coleta (municipio) cultivo na (relatadas pelo produtor)
propriedade

744 A. sativum 1999 Concodia-SC 20 anos Folha estreita, bulbo branco com dentes brancos
747 A. sativum 1999 Arabutao-SC 40 anos Folha estreita, bulbo branco com dentes brancos
748 A. sativum 1999 Arabutdo-SC 40 anos Folha larga , bulbo bege e dentes brancos
750 A. sativum 1999 Ipumirim-SC 50 anos Folha verde intensa, bulbo arroxeado, dente roxo
751 A. sativum 1999 Ipumirim-SC 15 anos Folha verde intensa e bulbo arroxeado
756 A. sativum 1999 Lindoia do Sul-SC 2 anos Folha estreita, bulbo branco com dentes brancos
761 A. sativum 1999 Lindoia do Sul-SC 40 anos Folha estreita, bulbo branco e dentes brancos
766 A. sativum 1999 Lindoia do Sul-SC 40 anos Folha verde escura, bulbo branco e dentes roxo
767 A. sativum 1999 Ita-SC 50 anos Folha verde intensa e bulbo arroxeado
770 A. sativum 1999 Seara-SC Muitos Folha estreita, bulbo branco com dentes brancos
768 A. sativum 1999 Seara-SC 25 anos Folha verde intensa e bulbo arroxeado
773 A. sativum 1999 Xavantina-SC 30 anos Folha verde escura, bulbo bege ¢ dentes brancos
774 A. sativum 1999 Xavantina-SC 30 anos Folha estreita, bulbo branco com dentes rosados
776 A. sativum 1999 Xavantina-SC - Folha verde escura, bulbo bege ¢ dentes brancos
777 A. sativum 1999 Xavantina-SC 30 anos Folha estreita, bulbo branco com dentes brancos




Continuagao

778 A. sativum 1999 Seara-SC 20 anos Folha estreita, bulbo branco com dentes brancos
780 A. sativum 1999 Alvoredo-SC - Folha estreita, bulbo branco com dentes brancos
782 A. sativum 1999 Chapeco-SC - Folhas estreitas bulbo branco e dentes arroxeados
783 A. sativum 1999 Sdo Carlos-SC - Folha estreita, bulbo branco com dentes brancos
787 A. sativum 1999 Sdo Caelos-SC - Folha estreita, bulbo branco e dentes arroxeados
788 A. sativum 1999 Mondai-SC - Folha estreita, bulbo branco com dentes brancos
789 A. sativum 1999 Mondai-SC - Folha estreita, bulbo branco com dentes rosados
790 A. sativum 1999 Mondai-SC - Folha larga, bulbo branco com dentes brancos
791 A. sativum 1999 Sdo L. do Oeste-SC - Folha estreita, bulbo branco com dentes brancos
798 A. sativum 1999 Sédo L. do Oeste-SC - Folha estreita, bulbo bege com dentes rosados
799 A. sativum 1999 Sdo Jodo do Sul-SC - Folha estreita, bulbo branco com dentes brancos
800 A. sativum 1999 Sdo Jodo do Sul-SC - Folha estreita, bulbo bege com dentes rosados
801 A. sativum 1999 Itapiranga-SC 30 anos Folha estreita, bulbo bege com dentes rosados
802 A. sativum 1999 Itapiranga-SC 30 anos Folhas estreitas bulbo branco e dentes arroxeados
807 A. sativum 1999 Descanso-SC 14 anos Folhas estreitas bulbo branco e dentes arroxeados
808 A. sativum 1999 S. M. D’QOeste-SC 16 anos Folha estreita, bulbo bege com dentes brancos
809 A. sativum 1999 Barracdo-SC 30 anos Folhas estreitas bulbos brancos e dentes arroxeados
813 A. sativum 1999 Flor do Sertao-SC 30 anos Folha larga, bulbo pérola com dentes rosados

814 A. sativum 1999 Flor do Sertao-Sc 8 anos Folha estreita, bulbo bege com dentes bege

815 A. sativum 1999 Maravilha-SC 32 anos Folha estreita, bulbo branco com dentes arroxeados
816 A. sativum 1999 Iraceminha-SC 15 anos Bulbo branco com dentes arroxeados
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819 A. sativum 2000 Monte Castelo-SC 10 anos Folha estreita, bulbo bege com dentes rosados
821 A. sativum 2000 Pinhalzinho-SC 30 anos Bulbo branco com dentes arroxeados

822 A. sativum 1999 Nova Erexim-SC 12 anos Bulbo branco com dentes arroxeados

823 A. sativum 2000 Matos Costas-SC 30 anos Folha larga, bulbo bege com dentes rosados
824 A. sativum 2000 Porto Unido-SC 30 anos Bulbo branco com dentes arroxeados

825 A. sativum 2000 Unido da Vitoria-PR 10 anos Folha verde escura, bulbo branco e dente rosado
826 A. sativum 2000 Palmas-PR - Bulbo branco com dentes arroxeados

827 A. sativum 2000 Rio Negrinho-SC 5 anos Bulbo branco com dentes rosados

828 A. sativum 2000 Major Vieira-SC 10 anos Bulbo branco com dentes arroxeados

830 A. sativum 2000 Sao Bento do Sul-S - Bulbo branco com dentes arroxeados

831 A. sativum 2000 Irinedpolis-SC 10 anos Folha larga, bulbo bege com dentes rosados
832 A. sativum 2001 Ituporanga-SC - Bulbo branco com dentes arroxeados

833 A. sativum 2001 Rio do Sul-SC 30 anos Folha média, bulbo branco com dentes brancos
834 A. sativum 2000 Pinheiro Preto-SC 15 anos Folha larga, bulbo branco com dentes rosados
835 A. sativum 2000 Tangara-SC 40 anos Folha larga, bulbo branco com dentes brancos
836 A. sativum 2000 Tangara-SC 40 anos Folha larga, bulbo branco com dentes rosados
840 A. sativum 2000 Luzerna-SC 10 anos Folha larga, bulbo branco com dentes brancos
841 A. sativum 2000 Erval D’Oeste-SC 25 anos Folha larga, bulbo branco com dentes brancos
842 A. sativum 2000 Piratuba-SC 15 anos Folha larga, bulbo roxo com dentes rosados
845 A. sativum 2000 Piratuba-SC 10 anos Folha larga, bulbo branco com dentes brancos
846 A. sativum 2000 Ouro-SC 15 anos Folha larga, bulbo roxo com dentes rosados
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847 A. sativum 2000 Ouro-SC 15 anos Folha média, bulbo branco com dentes rosados

848 A. sativum 2000 Ouro-SC 15 anos Folha média, bulbo bege com dentes rosados

850 A. sativum 2000 Lacerdépolis-SC 25 anos Folha verde escura e bulbo roxo e dentes rosasdos
851 A. sativum 2000 Lacerdépolis-SC 25 anos Folha verde escura e bulbo arroxeado e dente roxo
852 A. sativum 2000 Arroio Trinta-SC 9 anos Folha larga, bulbo bege com dentes branco

854 A. sativum 2000 Arroio Trinta-SC 9 anos Folha larga, bulbo branco com dentes rosados

855 A. sativum 2000 Salto Veloso-SC 10 anos Folha larga, bulbo bege com dentes rosados

856 A. sativum 2000 Salto Veloso-SC 20 anos Folha verde escura e bulbo bege com dentes roxos
857 A. sativum 2000 Rio do campo-SC 5 anos Folha estreita, bulbo bege com dentes rosados

858 A. sativum 2000 Rio do campo-SC 5 anos Folha estreita, bulbo bege com dentes brancos

859 A. sativum 2000 Rio das Antas-SC 35 anos Folha estreita, bulbo branco com dentes rosados
865 A. sativum 2000 Rio das Antas-SC 35 anos Folha estreita, bulbo branco com dentes rosados
866 A. sativum 2000 Ibicaré-SC 7 anos Folha estreita, bulbo bege com dentes rosados

870 A. sativum 2000 Ibicaré-SC 7 anos Folha estreita, bulbo bege com dentes rosados

871 A. sativum 2000 Joagaba-SC 14 anos Folha larga, bulbo bege com dentes rosados

872 A. sativum 2001 Cacador-SC 35 anos Folha verde escura, bulbo roxo e dentes arroxeados
873 A. sativum 2001 Cagador-SC 35 anos Folha larga, bulbo bege com dentes rosados

874 A. sativum 2001 Calmon-SC 40 anos Folha verde e ereta, bulbo bege e dentes arroxeados
875 A. sativum 2001 Calmon-SC 40 anos Folha verde escura, bulbo bege ¢ dentes arroxeados




Anexo 2. Identificacdo, ano de introducdo, origem, tempo de cultivo e caracteristicas gerais das variedades cultivadas de alho do Banco Ativo de

Germoplasma de Santa Catarina (Florianopolis-SC, Epagri/CCA/UFSC, 2003).

Identificacdo espécie Ano de Procedéncia Tempo de cultivo Caracteristicas gerais
Introducéo (Pais) em Santa Catarina da planta

Cara A. sativum 1980 Brasil-SC 20 anos Folhas estreitas e eretas, bulbo chato e branco
Gigante A. sativum 1980 Brasil-SC 20 anos Folha estreita, bulbos e dentes arroxeados
Fuego/INTA A. sativum 1995 Argentina 8 anos Planta alta, bulbos brancos com dentes roxos
Jonas A. sativum 1990 Brasil-SC 10 anos Folha estreita, bulbos médios com dentes roxos
Cacador-30 A. sativum 1990 Brasil-SC 12 anos Folha estreita, bulbos médios com dentes roxos
Cacador-40 A. sativum 1994 Brasil-SC 10 anos Folha estreita, bulbos médios com dentes roxos
Quitéria A. sativum 1980 Brasil-RS 20 anos Folha estreita, bulbos médios com dentes roxos
Chonan A. sativum 1975 Brasil-SC 30 anos Folha larga, bulbos médios com dentes roxos
Roxo Caxiense A. sativum 1990 Brasil-RS 10 anos Folha larga, bulbo grande com dentes roxos
Contestado A. sativum 1980 Brasil-SC 20 anos Folhas largas, bulbo médio e dente roxo intenso
Chinés/Arg. A. sativum 2002 China - Folha larga, bulbo médio com dentes brancos
Chinés/Ch. A. sativum 2002 China - Folha larga, bulbo médio com dentes brancos
Soft Steim A. sativum 2000 China - Folha larga, bulbo pequeno com dentes rosados
Hard Steim A. sativum 2000 China - Folha larga bulbo pequeno com dentes rosados
Chinesao A. sativum 1985 China - Folhs largas, bulbo grande com dentes brancos
Russo A. sativum 1990 Russia - Folha estreita, bulbo médiocom dentes rosados
Mexicano A. sativum 1990 México - Folha estreita, bulbo médiocom dentes rosados
Blanco A. sativum 1985 Argentina - Planta alta, bulbo e dentes brancos
Colorado A. sativum 1985 Argentina 15 anos Planta alta, bulbo branco com dentes roxos
Alho Rei A. ampeloprasum 1980 Brasil-SC - Folhas muito largas, bulbo com dentes grandes




Anexo 3. Descritores morfoldgicos utilizados na caracteriza¢aos dos acessos do Banco Ativo de Germoplasma de alho de Santa Catarina, por
analise multivariada. Epagri/UFSC, Florianopolis-SC, 2003.

Acessos APL CFO |LFO |NFO |AFO |PBU |NDB |FTB |PDB |FDB |CTB |CTD |HFL |PBA |DFO |ARQ
744 59,5 46,5 26,3 |75 24,0 (257 1248 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
747 65,0 50,5 28,0 |82 26,0 30,7 26,2 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
748 62,7 49,7 1255 |80 28,2 273 235 |2 2 1 3 2 1 1 1 1
750 79,5 62,5 |335 |80 28,8 1423 12,7 |1 2 2 3 1 1 1 1 2
751 32,0 252 |180 |57 242 1325 (122 |1 2 2 3 1 1 1 1 1
756 69,8 53,7 353 |80 28,3 339 233 |2 2 1 3 2 1 1 1 1
761 72,2 54,3 30,0 |88 20,0 30,1 22,7 |2 2 1 3 2 1 1 1 1
766 67,7 52,3 28,3 |7,8 225 447 225 |1 2 1 3 1 1 1 1 2
767 75,3 54,0 29,8 |85 28,3 (323 125 |1 2 1 3 1 1 1 1 2
770 77,2 55,5 29,7 |85 28,3 286 243 |2 2 1 3 2 1 1 1 1
768 62,0 44,7 1250 |82 21,3 400 173 |1 2 1 3 1 1 1 1 1
773 67,2 50,5 28,5 |82 30,8 |41,3 220 |3 2 1 3 1 1 1 1 1
774 71,2 52,5 272 |77 26,2 (419 (238 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
776 73,3 53,5 26,5 |82 275 (322 165 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
777 72,5 55,0 28,3 |8,0 29,3 [320 222 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
778 73,7 51,8 255 |83 29,2 1348 222 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
780 69,3 492 1265 |77 32,5 42,7 257 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
782 62,2 470 243 |75 243 1302 265 |2 2 1 3 2 1 1 1 1
783 68,3 495 1263 |78 28,3 (422 1280 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
787 70,0 49,8 250 |85 29,2 30,7 24,7 |2 2 1 3 2 1 1 1 1
788 84,3 63,5 |[32,7 |80 37,2 |41,3 |13,7 |2 2 1 3 2 1 1 1 1
789 78,3 58,5 29,7 |77 36,7 |40,8 |132 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
790 75,5 53,3 26,8 |75 295 (324 1205 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
791 76,0 54,3 272 |77 243 1346 238 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
798 104,0 |752 [28,2 |73 29,3 (336 [122 |2 3 1 2 2 1 1 2 3
799 99,8 76,2 1292 |73 30,3 |206 |73 2 3 1 2 2 1 1 2 3
800 97,8 73,2 1282 |73 30,0 |20,8 |75 2 3 1 2 2 1 1 2 3
801 70,2 493 275 |80 26,7 36,0 25,7 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
802 71,3 52,5 27,3 |83 23,7 41,7 1130 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
807 71,0 51,5 27,3 |87 26,7 348 133 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
808 68,7 50,3 25,7 |78 26,5 (40,3 280 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
809 67,5 51,2 25,7 |78 29,2 1364 268 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
813 70,8 69,8 |24,7 |83 27,7 1298 24,7 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
814 75,2 58,3 32,2 |82 29,0 331 [155 |1 2 2 3 2 1 1 1 1
815 90,2 67,0 |36,8 |83 28,0 (522 170 |1 2 1 3 1 1 1 1 2
816 76,2 55,5 28,2 |8,0 28,0 [42,7 170 |1 2 1 3 1 1 1 1 1




continuagao

819 71,3 56,3 |31,0 |83 230 [316 268 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
821 69,2 50,2 26,8 |8,0 242 1366 (240 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
822 69,8 54,2 25,8 |83 250 (418 (248 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
823 68,3 51,8 29,7 |75 26,2 (419 (138 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
824 70,0 53,7 1250 |78 233 329 238 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
825 79,8 61,2 |30,0 |8,0 21,5 511 178 |1 2 1 3 1 1 1 1 2
826 69,2 50,7 26,8 |8,0 22,8 1238 12,7 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
827 66,5 48,0 245 |77 26,7 220 12,7 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
828 72,8 49,8 27,7 |82 250 [364 |13,2 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
830 74,7 53,7 1252 |75 23,3 440 (122 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
831 78,3 545 28,2 |82 230 (328 13,2 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
832 73,7 50,5 238 |77 243 1303 228 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
833 74,2 53,8 26,2 |83 258 505 225 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
834 71,3 53,0 1243 |73 225 (526 238 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
835 72,7 55,7 1270 |73 275 |[#1,7 1168 |3 2 1 3 2 1 1 1 2
836 67,7 47,3 1243 |75 30,3 329 (228 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
840 97,2 71,5 27,7 8,0 295 (288 |77 3 3 1 2 2 1 1 2 3
841 96,0 738 1292 |78 30,7 29,8 |128 |2 3 1 3 2 1 1 2 3
842 93,8 68,0 |290 |73 29,8 1209 |125 |2 3 1 2 2 1 1 2 3
845 102,0 70,5 |25,7 |78 28,3 (520 [120 |2 3 1 2 2 1 1 2 3
846 1058 |76,5 |26,8 |78 35,7 |443 |75 2 3 1 2 2 1 1 2 3
847 1052 |73,0 |278 |77 30,3 411 |70 2 3 1 3 2 1 1 2 3
848 101,3 73,0 [30,5 |75 385 |595 |112 |2 3 1 3 2 1 1 2 3
850 80,7 59,2 29,2 |83 22,5 457 (11,7 |2 2 1 3 1 1 1 1 1
851 79,3 59,5 28,2 |8,0 232 50,7 113 |2 2 1 3 1 1 1 1 1
852 82,8 59,5 30,8 |8,0 31,5 |41,8 12,7 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
854 82,0 60,3 292 |77 30,2 41,0 |120 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
855 79,7 56,5 29,0 |85 28,7 36,5 12,7 |3 3 1 3 2 1 1 1 1
856 79,8 54,3 26,2 |83 238 (414 (130 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
857 77,8 56,7 28,3 |85 26,7 374 12,7 |3 3 1 3 2 1 1 1 1
858 76,8 55,3 27,0 |83 30,0 |30,3 |225 |3 2 1 2 2 1 1 1 1
859 80,3 59,3 27,5 |82 308 |36,1 |123 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
865 79,7 60,5 |30,2 |8,0 292 419 (122 |3 2 1 2 2 1 1 1 1
866 76,3 543 1248 |78 275 (355 172 |3 2 1 2 2 1 1 1 1
870 79,2 59,0 29,3 |85 29,2 1422 (12,7 |3 2 1 2 2 1 1 1 1
871 71,7 51,8 27,5 |8,0 285 (30,3 125 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
872 64,3 483 255 |75 275 315 238 |2 2 1 3 1 1 1 1 2
873 73,8 51,8 1243 |78 27,0 (347 1228 |3 2 1 3 2 1 1 1 1
874 77,8 56,5 30,7 |87 275 50,3 120 |2 2 1 3 1 1 1 1 2
875 73,5 52,3 1245 |75 28,3 [353 232 |2 3 1 3 1 1 1 1 2
Cara 76,8 51,3 1248 |85 36,0 |355 |17,7 |1 3 1 2 1 1 1 1 1




continuagio

Gigante 79,8 60,7 |30,5 |8,0 29,2 1481 160 |2 2 1 3 3 1 1 1 2
Fuego-INTA 88,7 655 |30,0 |7,8 42,8 (322 16,0 |2 1 3 1 3 3 2 1 2
Jonas 77,0 58,8 30,8 |78 30,2 332 |135 |2 1 2 2 3 3 2 1 2
Cagador-40 75,8 58,5 26,7 |78 28,2 (278 135 |2 1 3 2 3 3 2 1 2
Quitéra 74,2 56,2 28,7 |78 275 323 128 |2 1 2 2 3 3 2 1 2
Chonan 83,2 57,2 28,8 8,0 27,2 1237 135 |2 2 2 2 3 3 2 1 2
R. Caxiense 69,5 57,2 28,2 |78 28,3 (234 157 |2 3 3 2 3 3 2 1 2
Cagador-30 69,2 57,5 26,0 |77 333 235 |135 |2 2 3 2 3 3 2 1 2
Contestado 72,8 55,0 26,3 |75 32,0 |304 |123 |2 2 3 2 3 2 2 1 2
Chin/Arg 63,3 55,7 1252 16,8 40,5 [316 |120 |3 2 2 2 2 1 1 2 3
Chin/Chi 63,0 58,0 23,7 |72 41,8 320 (130 |3 2 2 2 2 1 1 2 3
Soft Steim 52,7 475 23,8 |8,0 445 (30,8 11,5 |2 2 2 1 1 1 1 1 3
Hard Steim 51,8 470 220 |78 452 1298 11,56 |2 2 2 1 1 1 1 1 3
Chineséo 73,2 61,5 |280 |83 42,8 (40,3 155 |1 2 1 1 1 1 1 2 2
Russo 61,3 49,8 240 |77 345 332 112 |2 2 2 1 1 1 1 1 3
Mexicano 73,0 64,2 |273 |82 328 |335 |130 |2 2 2 2 1 1 1 1 2
Blanco 78,8 545 27,0 |72 33,2 |359 |132 |2 2 2 1 1 1 1 2 2
Colorado 75,7 48,8 288 |77 338 40,1 133 |2 2 2 2 1 1 1 1 2
Rei 86,8 67,0 (334 |62 442 650 |3,2 3 3 2 1 1 4 1 2 3

1) Altura da planta (APL)

2) Comprimento da 4. folha (CFO)

3) Largura da 4. folha (LFO)

4) Numero de folhas verdes (NFO)

5) Angulo da folha com o pseudo-caule (AFO)

6) Peso do bulbo (PBU)

7) Numero de dentes por bulbo (NDB)

8) Formato transversal do bulbo (FTB): Classificados com notas de 1 a 3 ( 1= chato; 2= codiforme; 3= circular)

9) Posicéo do disco basal (PDB): Classificados com notas de 1 a 3 ( 1= proeminente; 2= fundido; 3= em nivel)

10) Forma de distribui¢ao dos bulbilhos no bulbo (FDB): notas de 1 a 3 (1= regular MC; 2= regular DE; 3=regular RD)
11) Cor da tunica do bulbo (CTB): Classificados com notas de 1 a 3 (1= branca; 2= pérola; 3= branca arroxeada)

12) Cor da tunica do dente (CTD): Classificados com notas de 1 a 3 (1= branca; 2= rosada; 3= arroxeada)

13) Formacao de hastes florais (HF) - notas de 1 a 4: 1) auséncia; 2) baixa; 3) média; 4) alta ( avaliagdo na colheita)
14) Bulbilhos aéreos (PBA): Classificados com notas de 1 a 2 (1= ausente; 2= presente) (avaliagdo na colheiat)

15) Densidade foliar (DFO): Classificados com notas de 1 a 3, conforme gabarito:

1) baixa, 2) média, 3) alta;

16) Arquitetura da planta (ARQ): Classificados com notas de 1 a 3 (1= ereta; 2= semi-ereta; 3= decumbentes)



Anexo 4. Constitui¢do genotipica de 9 locos isoenzimaticos de 20 acessos de Allium sativum
L (CCA/UFSC, Florianopolis-SC, 2003).

AcCessos Genotipos

ACP  ADH G2DH G6MDH MDH PGI-1 PGI-2

1 22 11 22 11 11 22 11
2 11 11 22 11 11 23 11
3 12 11 22 11 11 22 11
4 22 11 11 11 11 22 11
5 22 11 11 11 11 22 11
6 22 22 22 12 12 22 11
7 22 22 22 11 11 11 11
8 22 11 22 11 11 12 11
9 22 11 22 11 12 22 11
10 22 11 22 11 11 22 11
11 22 11 22 11 11 22 11
12 22 11 22 11 11 11 11
13 12 11 22 11 11 12 11
14 22 11 11 11 22 22 11
15 22 12 11 11 11 22 11
16 11 11 11 11 11 22 11
17 11 11 11 11 11 11 11
18 11 12 22 11 11 12 11
19 22 11 22 12 11 11 11
20 22 11 33 11 23 23 11



Anexo 5. Freqiiéncias alélicas para os 9 locos alozimicos em 20 acessos de Allium sativum L.

(UFSC, Florian6polis-SC, 2003).

LOCO | ALEL Acessos 1 a 10
© 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ACP-1 1 0,500 | 1,000 0 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,000 | 1,000 | 1,000
2 0,500 0 1,000 0 0 0 0 1,000 0 0
ACP-2 1 1,000 | 1,000 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
ACP-3 1 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ADH 1 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,500 | 0,500 | 1,000 | 1,000 | 0,500
2 0 0 0 0 0 0,500 | 0,50 0 0 0,500
G2DH 1 0 0 0 1,000 0 0 0 0 0 0
2 1,000 | 1,000 | 1,000 0 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G6PDH 1 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,500 | 0,500 | 0,500 | 1,000 | 0,500
2 0 0 0 0 0 0,500 | 0,500 | 0,500 0 0
MDH 1 1,000 | 0,500 | 0,500 | 1,000 | 1,000 | 0,500 | 1,000 | 1,000 | 0,500 | 1,000
2 0 0,500 0 0 0 0,500 0 0 0,500 0
PGI-1 1 1,000 | 1,000 | 0,500 | 1,000 | 1,000 | 0,500 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
2 0 0 0,500 0 0 0,500 0 0 0 0
PGI-2 1 0,500 0 0 0 0 0 0 0,500 0 0
2 0,500 | 0,500 | 0,500 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,500 | 0,500 | 1,000
3 0 0,500 0 0 0 0 0 0,500 0

Continuagao



LOCO | ALEL Acessos 11 a 20
@) 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
ACP-1 1 1,000 | 1,000 | 0,500 | 0,500 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
2 0 0 0,500 | 0,500 0 0 0 0 0 0
ACP-2 1 0,500 | 0,500 0 0 0 1,000 | 1,000 0 0 0,500
2 0,500 | 0,500 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0 0 1,000 | 1,000 | 0,500
ACP-3 1 0,500 | 0,500 | 1,000 | 1,000 | 0,500 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0
2 0,500 | 0,500 0 0 0,500 0 0 0 0 0,500
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,500
ADH 1 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,500
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,500
G2DH 1 1,000 | 1,000 0 0 0 1,000 | 1,000 0 0 0
2 0 0 1,000 | 1,000 | 1,000 0 0 0 1,000 0
3 0 0 0 0 0 0 0 1,00 0 1,000
G6PDH 1 1,000 | 1,000 | 0,500 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
2 0 0 0,500 0 0 0 0 0 0 0
MDH 1 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,500 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,500
2 0 0 0 0,500 0 0 0 0 0 0,500
PGI-1 1 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PGI-2 1 0 0 0 0,500 0 0 1,000 0 0,500 | 0,500
2 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,500 | 1,000 | 0,500 0 1,000 | 0,500 | 0,500
3 0 0 0 0 0 0,500 0 0 0 0




