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RESUMO

SANTOS, C. G. Anilise de divergéncia genética e fingerprint em cultivares
de morangueiro (Fragaria x ananassa Duch) usando marcadores RAPD ¢
SSR. 2005. 58p. (Tese de Doutorado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras MG,

A introdugdo de novos cultivares de morangueiro, visando resisténcia a
doengas ¢ adaptagdo climatica, vem sendo uma das estratégias adotadas para o
aumento da produtividade da cultura. Para isso, h4 uma necessidade premente de
desenvolver métodos confidveis que possam identificar corretamente esses
cultivares e avaliar a diversidade genética do germoplasma existente.
Tradicionalmente tém sido utilizado descritores morfologicos para a
caracterizagio de cultivares, no entanto, as limitagdes deste tipo de descritor t€m
gerado a necessidade de buscar outras alternativas. Os avangos nas técnicas
moleculares tém possibilitado o estudo da variabilidade genética a nivel de
DNA, aumentando significativamente a precisdo na avaliagdo da diversidade
genética e na identificagio de cultivares. Este trabalho teve como objetivo a
avaliacdo da divergéncia genética e a identificaco de cultivares de morangueiro,
utilizando marcadores RAPD ¢ SSR. Foram avaliados oito cultivares
comercializados no Estado de Minas Gerais pela Multiplanta Tecnologia
Vegetal Ltda: ‘Camarosa’, ‘Campinas (IAC 2712)’, ‘Dover’, ‘Oso Grande’,
‘Seascape’, ‘Sweet Charlie’, ‘Toyonoka’ ¢ ‘Tudla’ (Milsei). Dos 160 primers
RAPD ¢ 10 primers SSR testados, 63 e 7, respectivamente, foram selecionados,
com base na quantidade e qualidade dos polimorfismos obtidos entre os
cultivares. Os 63 primers RAPD geraram 231 bandas polimorficas e os 7
primers SSR geraram 36, que foram suficientes para uma adequada avaliagdo da
divergéncia genética entre os cultivares. Para anilise de diversidade genética trés
dendogramas foram gerados, um com os dados moleculares RAPD, outro com
dados moleculares SSR ¢ o terceiro com ambos em conjunto. Observou-se que
os cultivares originarios da California (‘Camarosa’, ‘Oso Grande’ e ‘Seascape’)
agruparam-sc a uma distincia genética de 46, 48 ¢ 40 %, segundo os trés
dendrogramas, respectivamente. Os cultivares originarios da Flérida (‘Dover’ ¢
‘Sweet Charlie’) foram agrupados a 60 % de distdncia genética utilizando os
marcadores SSR ¢ a 49 % utilizando ambos os marcadores em conjunto. Tais
resultados indicam que a divergéncia genética foi cocrente com o local de
origem dos cultivares de morangueiro. Para a identificagdo do morangueiro,
varios conjuntos de dois primers RAPD ou SSR mostram-se eficientes para
identificar os oito cultivares avaliados neste estudo.

Comité de Orientagio: Orientador: Prof. Renato Paiva — UFLA; Co-orientaderes:
Edilson Paiva — Embrapa Milho e Sorgo; Luciano Vilela Paiva - UFLA



ABSTRACT

SANTOS, C. G. Genetic divergence analysis and fingerprint of strawberry
(Fragaria x ananassa Duch) cultivars using RAPD and SSR markers. 2005.
58p. Thesis (Doctorate in Plant Physiology) — Federal University of Lavras,
Lavras, MG'.

The introduction of new strawberry cultivars to improve resistance to diseases
and climatic adaptations has been used as a strategy to increase crop
productivity. Therefore, there is a huge need to develop reliable methods that
can identify these cultivars and evaluate the genetic diversity of the existing
germplasm. Morphological descriptors have been used to characterize cultivars
but their limitation has induced a search for alternatives. Advances in molecular
biology techniques have enabled the study of genetic variability at DNA level
increasing significantly the precision in the evaluation of the genetic diversity
and cultivar identification. The objective of this work was to evaluate the genetic
divergence and identify strawberry cultivars, using RAPD and SSR molecular
markers. Eight cultivars commercialized in the state of Minas Gerais by
Multiplanta Tecnologia Vegetal Ltda were evaluated: ‘Camarosa’, ‘Campinas
(IAC 2712)’, ‘Dover’, “Oso Grande’, ‘Seascape’, ‘Sweet Charlie’, ‘“Toyonoka’
and “Tudla (Milsei)’. From the total of 160 RAPD and 10 SSR tested primers,
63 and 7, respectively, were chosen based in the amount and quality of the
polymorphisms obtained among the cultivars. The 63 RAPD primers led to 231
polymorphic bands and the 7 SSR primers produced 36 that were sufficient to an
adequate evaluation of the genetic divergence among the cultivars. For the
analysis of the genetic diversity three dendrograms were generated, one with the
molecular data obtained using RAPD primers, other with the SSR molecular
data and a third with both data. It was observed that the cuitivars from Califomia
(‘Camarosa’, ‘Oso Grande’ and ‘Seascape’) grouped at genetic distance of 46,
48 and 40% according to the three dendrograms, respectively. The cultivars
from Florida (‘Dover’ and ‘Sweet Charlie’) grouped at 60% of the genectic
distance using the SSR molecular marker data and at 49% using both SSR and
RAPD. These results indicated that the genetic divergence was coherent with the
origin of the strawberry cultivars. Several sets of two RAPD or SSR primers
were efficient to identify the eight cultivars evaluated in this study.

Guidance Committee: Adviser: Prof. Renato Paiva — UFLA; Co-Advisers: Edilson Paiva
- Embrapa Milho e Sorgo; Luciano Vilela Paiva - UFLA
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a produgio de morangos sc¢ expande a cada ano,
predominando o cultivo em pequenas propriedades rurais, com mio-de-obra
familiar, mercado garantido e excelente fonte de renda para o produtor.

Dentre os fatores que comprometem a sua produgdo estdo a presenga de
doengas e a sensibilidade as variagdes climaticas. Uma das estratégias de manejo
adotada para proporcionar sustentabilidade a essa cultura € a introdugdo de
gendtipos que apresentem resisténcia a pragas e doengas e que sejam adaptados
as diferentes regides produtoras. Com isso, novos cultivares de morangueiro sdo
lancados no mercado, sem serem devidamente caracterizados. Para evitar que
cultivares geneticamente semelhantes sejam comercializados com denominagdes
diferentes, faz-se necessirio uma caracterizagdo detalhada dos cultivares
comercializados, auxiliando assim toda a cadeia produtiva do morangueiro.
Além disso, as informagdes existentes sobre a diversidade genética do
germoplasma do morangueiro comercial sdo pouco elucidadas, tomando-se
importante uma avaliagdo prévia dessa diversidade. Em programa de
melhoramento, o conhecimento da diversidade genética entre os genotipos
permite a organizagdo da variabilidade desses materiais, auxiliando assim a
selegfio de progenitores e potencializando a obtengio dos ganhos genéticos.

Dentre as varias aplicagdes atribuidas aos marcadores moleculares, pode
ser destacado seu uso na diferencia¢io e/ou identificagdo de cultivares € nos
estudos da diversidade genética. Os marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) apresentam como vantagem a capacidade de detectar
polimorfismo de modo simples ¢ rapido; ja os marcadores SSR (Simple
Sequence Repeat ou Microssatélites) apresentam alta reprodutibilidade, sdo bem
distribuidos dentro do genoma e possuem elevada informatividade genética. Este

trabalho teve por objetivo identificar e avaliar a divergéncia genética entre oito



cultivares de morangueiro comercializados em Minas Gerais, cujas matrizes
foram cedidas pela empresa Multiplanta Tecnologia Vegetal Ltda (Andradas,
MG): ‘Camarosa’, ‘Campinas (IAC 2712)’, ‘Dover’, ‘Oso Grande’, ‘Seascape’,
‘Sweet Charlie’, “Toyonoka’, ‘Tudla (Milsei)’, utilizando marcadores RAPD e
SSR.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Importéincia econémica do morangueiro

A cultura do morangueiro apresentou grande expansio no Brasil depois
da década de 60, gragas 4 introdugdo do cultivar Campinas (Passos, 1997) ¢ as
novas técnicas de cultivo, que passaram a fazer parte da rotina dos produtores de
morango. A partir dai, a utilizagio de novos cultivares, com caracteristica de
menor sensibilidade ao fotopericdo € as temperaturas baixas para frutificagio e
com maior durabilidade pos-colheita, fez com que o cultivo se popularizasse
(Marin et al., 1999).

A éarea cultivada no Brasil ¢ estimada em 3.500 hectares, sendo que o
tamanho médio da maior parte das propriedades é de 0,5 a 1 ha, gerando uma
taxa de trés empregos/ha/ano. Tais dados caracterizam essa cultura como préopria
da agricultura familiar (Pagot & Hoffmann, 2003). A produgio atual em torno de
90.000 t/ano coloca o pais em posi¢do de destaque entre os principais produtores
mundiais, embora ainda distante dos Estados Unidos da América que lideram
com mais de 7000.000 t (Reichert, 2003).

O morangueiro ¢ cultivado em quase todas regides do territorio
brasileiro, como Sul, Sudeste, Nordeste e Centro Oeste, principalmente em
fungdio da sua elevada rentabilidade (Duarte Filho et al., 1999; Vieira, 2001), no
entanto sua produgdo concentra-se principalmente nos Estados de Minas Gerais,
Sédo Paulo e Rio Grande do Sul. Segundo dados da Embrapa Clima Temperado



(http://www.cpact.embrapa.br, dez 2004) o Estado de Minas Gerais gera uma
produgéio anual de cerca de 30 mil toneladas, equivalente a mais de R$ 23
milhdes por safra. O Estado de Sdo Paulo produz 29 mil toneladas ¢ o Rio
Grande do Sul com 11 mil toneladas. Esses trés Estados, juntos, sdo
responsaveis por mais de 80 % da produgdo nacional.

Em Minas Gerais, 0 morangueiro ¢ cultivado principalmente em areas
de meia encosta ou em areas de maior altitude como os planaltos serranos do Sul
do Estado, ou ainda na regido da serra da Mantiqueira, na Zona da Mata
(Botelho, 1999).

2.2, Morangueiro: descri¢io botinica, producio de matrizes e cultivares
comercializados em Minas Gerais

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) é uma espécie octaploide
(2n=8x=56), originaria da hibridizacdo entre duas espécies americanas (x =7, 2n
= 56), Fragaria chiloensis (L.) Duch e F. virigiana Duch (Hancok et al., 1996).
Pertencem a familia Rosaceae, género Fragaria (Queiroz-Voltan et al., 1996), ¢
uma planta rasteira, propagada vegetativamente por estolhos. De acordo com
Groppo et al. (1997), os estolhos possuem internédios maiores, nos quais se
desenvolvem as raizes ¢ folhas. As flores, de pétalas brancas, se reunem em
inflorescéncias do tipo racimo, completas e auto-férteis, nos cultivares
comerciais. O sistema radicular é fasciculado e superficial ¢ a parte central da
planta, denominada coroa, ¢ formada por entre-nés bem curtos e circundada
pelas folhas que, segundo Lemaitre & Linden (1968), se dispdem aos pares ao
longo do tufo principal e sdo constituidas de um peciolo longo com trés foliolos,
um mediano e dois laterais, sendo o mediano simétrico, maior ¢ regular € os
laterais assimétricos. O morango ¢ um pseudofruto originario do
desenvolvimento do receptaculo da inflorescéncia. Segundo Camargo (1963), a

parte comestivel, camosa e suculenta do morango ¢ um receptaculo dos



verdadeiros frutos que s3o os aquénios, pequeninos, duros e superficiais.
Entretanto, para fins comerciais, denomina-se fruto ao conjunto do receptaculo
€arnoso mais os aquénios.

Sendo uma espécie de propagacio vegetativa, favorece muito a
disseminagdo de parasitas, como virus, bactérias, nematdides e fungos, o que
resulta na diminui¢do do seu vigor e produtividade. A utilizagio de mudas sadias
pode minimizar consideravelmente as perdas por doengas, além da economia
com defensivos e redugio do impacto ambiental.

Para fins comerciais ou para uso préprio, o produtor de mudas tem duas
possibilidades de obtengdo de matrizes: a) produzir as suas préprias matrizes em
telado ou estufa, a partir de plantas basicas sadias ou b) adquirir matrizes de
laboratorio que sdo produzidas in vitro. A propagagdo in vitro possibilita a
eliminacdo de viroses, por meio da cultura de meristemas, permitindo, assim, a
obtengdo de mudas livres de virus, mesmo utilizando matrizes contaminadas
(Minami, 1991). Portanto, a propaga¢do in vitro de morangueiros tornou-se uma
pratica eficaz para a produgio em larga escala de plantas com sanidade
controlada (Boxus et al, 1977). Atualmente grande parte das mudas de
morangueiro produzidas no Brasil resulta de matrizes produzidas in vitro (Betti,
2000).

No Estado de Minas Gerais, os cultivares mais comercializados sio:
‘Camarosa’ - Originado na Universidade da Califérnia, Estados Unidos, em
1988, como resultado do cruzamento entre ‘Douglas’ ¢ o clone ‘Cal 85.218-605’
(Degani et al., 2001). Esse cultivar é selecionado para consumo in natura
utilizado para mesa. Os frutos sio resistentes ao transporte, grandes, formato
cbnico-achatado, coloragdo intena vermelho intenso, polpa de textura firme,
sabor doce e aroma agradivel. E sensivel a fungos de solo, mancha de

micosferela (Mycosphaerella fragariae), antracnose (Colletotrichum fragariae ¢



Colletotrichum acutatum) ¢ ao mofo cinzento (Botrytis cinerea). E tolerante a0
oidio (Sphaeroteca macularis) e a viroses (Daubeny, 1994).

“Campinas (IAC 2712)’ - Desenvolvido em 1955 pelo Instituto Agronémico de
Campinas (IAC), Campinas, Brasil, como resultado do cruzamento entre oS
cultivares norte-americanos ‘Donner’ ¢ ‘Tahoe’ (Camargo, 1960). O fruto
apresenta-se doce, com formato conico-alongado, coloragio vermelho-rosado,
brilhante externamente e rosa internamente, sendo selecionado para consumo in
natura. Susceptivel a murcha de verticillium (Verticillium alboatrum),
rizoctoniose (Rhizoctonia), antracnose (Colletotrichum sp.). E tolerante a
mancha de diplocarpom (Diplocarpon earlianum), oidio (Sphaeroteca
macularis), mancha angular (Xanthomonas fragariae). Proporcionou um salto na
produtividade e qualidade dos morangos produzidos no pais. (Camargo &
Passos, 1993).

‘Dover’ - Desenvolvido na Universidade da Florida, Estados Unidos, este
cultivar foi selecionado para a caracteristica de resisténcia a antracnose nas
condi¢des da Florida, resultado do cruzamento realizado em 1973 entre o
cultivar ‘Florida Belle’ ¢ o clone ‘Fla 71-189° (Howar& & Albregts, 1980). Este
clone ¢ resultado do seguinte cruzamento: ‘69-130° (‘Florida 90’ x ‘Tioga’) e
“Tioga’. Frutos firmes com boa conservagdo pés-colheita, sendo adequado para
mercados distantes das areas de produgdo. Porém, apresentam sabor écido,
sendo selecionado para industria. E tolerante a fungos de solo. No Brasil,
diversas introdugBes desse cultivar ocorreram a partir da década de 90 ¢ hoje €
considerado o segundo cultivar mais plantado do Brasil (Passos, 1999).

‘Oso Grande’ — Desenvolvido na Universidade da California, Estados Unidos,
em 1987, resultado do cruzamento entre os cultivares ‘Parker’ € o clone ‘Cal.
77.3-603° (‘Tioga’ x ‘Pajaro’) (USA, Regents of the University of California,
1996). Os frutos sio grandes com formato cdnico € coloragdo vermelho-

brilhante externamente e mais clara internamente e resistente ao transporte.



Cultivar de sabor doce sclecionado para consumo in natura ou congelado. E
sensivel a fungos de solo, suscetivel 4 manha de micosferela (Mycosphaerella
Jfragariae) e antracnose (Colletotrichum fragariae e Colletotrichum acutatum). E
tolerante ao mofo cinzento (Botrytis cinerea) e a viroses (Daubeny, 1994).
‘Seascape’ — Desenvolvido na Universidade da Califérnia, Estados Unidos em
1991, resultado do cruzamento entre os cultivares ‘Selva’ e ‘Douglas’ (USA,
Regents of the University of California, 1996). Esse cultivar, selecionado para o
consumo in natura, apresenta frutos grandes e firmes, com coloragio vermelha
externa e interna, sendo sensivel a fungos do solo. Seu cultivo é mais indicado
para regibes serranas do sul do Brasil, durante o cultivo de verdio (Gusmio,
2000).

‘Sweet Charlie’ — Originario da Universidade da Florida, Estados Unidos, em
1994, resultado do cruzamento entre o clone ‘FL 80-456” ¢ ‘Pajaro’. Apresenta
frutos grandes com formato cdnico, coloragio vermelho-alaranjada
externamente e alaranjado internamente, moderadamente firmes e sabor doce. E
utilizado para consumo in natura e tolerante a antracnose (Daubeny, 1995).
‘Toyonoka’ ~ Desenvolvido no Japdo, em 1975, resultado do cruzamento entre
os cultivares ‘Himiko’ e ‘Harunoka’ (Sakai, 1984). Planta adaptada a regides
quentes, com frutos grandes, firmes, formato globular e sabor doce. E suscetivel
a oidio (Sphaeroteca macularis) e 4 fusariose (Daubeny, 1995).

‘Tudla (Milsei)’ — Origem na Tudela, Espanha, em 1992, como resultado do
cruzamento entre ‘Parker’ e ‘Chandler’. Cultivar utilizado para consumo in
natura, apresentando frutos grandes, de formato cénico, coloragio vermetho-
brilhante ¢ polpa de textura firme. Tolerante ao mofo cinzento (Botrytis
cinerea), susceptivel a mancha de micosfarela (Mycosphaerella fragariae) e a
antracnose (Colletotrichum fragariae e C. acutatum) e sensivel aos fungos do

solo.



2.3. Métodos utilizados para identificagio de cultivares de morangueiro e
estudo da diversidade genética

A identificagio de cultivares tem sido utilizada com os propositos de
detectar rotulagens incorretas de cultivares comercializados (Kunihisa et al.,
2003) e de protegiio de cultivares (Rajapakse et al., 1992; Staub & Meglic,
1993).

Como & fregiiente a introdugdo de movos cultivares de morangueiro
pelos produtores visando superar as doengas que afetam a cultura ¢ sejam
adaptados as diferentes condigdes climaticas, existe hoje um grande nimero de
cultivares introduzidos no mercado. A comercializagdo desses cultivares, que
ndo sio devidamente caracterizados, é baseado numa estreita relagio de
confianga entre o produtor, o vendedor de mudas ¢ seus clientes (Gomes, 2002).
Devido a isso, torna-se importante estabelecer uma identificagdio prévia das
matrizes cultivadas, sendo necessario desenvolver métodos confidveis que
possibilitem identificar/distinguir esses cultivares. Essa identificacdo pode-se
basear nas diferengas morfolégicas, nos métodos bioquimicos € nas diferencas
moleculares a nivel de proteinas ou de DNA (Conti et al., 2002b).

A aprovagdio da Lei de Protegiio de Cultivares (Lei N° 9.456 de 25 de
abril de 1997, do Ministério da Agricultura e do Abastecimento) estimulou o uso
de técnicas que possam garantir uma identificacdo precisa dos cultivares de
plantas, assegurando, dessa forma, a propriedade intelectual do material genético
desenvolvido. Para que um novo cultivar ou cultivar essencialmente derivado
sja submetido ao processo de protegio, ele deve passar pelos testes de
distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade, cujos descritores sejam
conhecidos, homogéneos quanto as suas caracteristicas em cada ciclo
reprodutivo e estaveis ao longo de sucessivas geragdes (Brasil, 1997).

Para o morangueiro, os 41 descritores considerados pelo Servigo

Nacional de Protegio de Cultivares sdo: forma, densidade e vigor da planta; cor



da pagina superior, forma da sec¢dio transversal, ondulagdo, brilko da folha;
relagdo comprimento/largura, forma da base e do recorte no foliolo terminal;
posi¢do dos pélos no foliolo; pigmentagio antocidnica na estipula; nimero,
pigmentagio antocidnica e pubescéncia nos estoldes; posigio da inflorescéncia
em relagdo a folhagem; tamanho da flor; tamanho do calice em relagéio & corola;
posigdo relativa das pétalas da flor primaria (observado em flores com 5 ou 6
pétalas);, relagdo comprimento/largura das pétalas e dos frutos; tamanho e
formato mais freqiientes do fruto; diferenga entre a forma dos frutos primarios e
secundarios; zona sem aquénios; irregularidade da superficie, regularidade da
cor ¢ distribui¢do da cor vermelha da polpa, brilho, implantagio dos aquénios,
inser¢do do calice, cavidade central, firmeza e posigdo das sépalas nos frutos,
tamanho do célice em relagdo ao didmetro do fruto; aderéncia do fruto ao calice;
cor do fruto e da polpa; época da floragiio (50 % das plantas com pelo menos
uma flor); época de maturagio (50 % das plantas com frutos maduros) e
refloracdo (Ministério da Agricultura ¢ do Abastecimento, disponibilizado no
endereco http://www.agricultura.gov.br, 2005).

No entanto, os métodos baseados nas caracteristicas morfoldgicas das
folhas, flores e frutos para identificagio de cultivares de morango sdo limitados.
Muitos cultivares nio sio distinguidos apenas pelo seu indice morfolégico e, em
muitos casos, ndo se tem a planta inteira, mas apenas o fruto, do qual, sozinho,
ndo ¢ possivel identificar-se o cultivar. Ferreira & Grattapaglia (1998)
comentam que “marcadores™ morfoldgicos sio especificos para um determinado
tecido, 0 que impede a sua determinacio quando hi apenas alguma parte
vegetativa da planta disponivel e existem em menor niimero, o que limita a
cobertura do genoma. Além disso, a expressio das caracteristicas morfologicas
sdo fregiientemente afetadas pelo ambiente no qual estdo inseridos, incluindo o
método de cultivo. Assim, existe a necessidade da identificagdo de um grande

numero de descritores, em sua maioria na planta inteira ou adulta, sendo



necessario que scja realizada observagdes em, pelo menos, duas colheitas
satisfatorias de frutos na mesma planta, em dois anos consecutivos. Isso
necessita de grande espago fisico e acarreta longo tempo para a avaliagdo do
material (Conti et al., 2002b; Kunihisa et al., 2003; Nielsen & Lovell, 2000), o
que caracteriza uma situagdo inécua quando se pretende a comercializagio do
morangueiro, pois uma vez que se obtém os dados de identifica¢fio do cultivar, a
sua comercializagio ja ocorreu.

Meétodos bioquimicos também podem ser influenciados pelos fatores
externos. Khanizadeh & Bélanger (1997), classificando 92 gendtipos de
morangueiro com base na composigio de 6leos essenciais das folhas, mostraram
que esses Oleos essenciais variaram devido a interagdo especifica do cultivar
com os fatores ambientais.

Existem também restricdes no uso da caracterizagio molecular por
analise de isoenzimas para o estudo da variedade genética. O padrdo de
isoenzimas depende do ambiente de cultivo ¢ da idade da planta, o nimero de
alelos detectados é relativamente baixo (Bell & Simpson, 1994; Nehra et al,
1991b) e ¢ limitado a poucos locos no genoma (Willians et al., 1990). Os
trabalhos de Bringhurst et al. (1981) e Nehra et al. (1991a) demostraram que o
nimero de possiveis marcadores izoenzimaticos foi pequeno para cultivares de
morangueiro. Greco et al. (1993), estudando a caracteriza¢io isoenzimatica de
clones de morangueiro, identificaram apenas 9 clones em um total de 23,
mostrando que essa técnica ndo foi eficiente. Ferreira & Grattapaglia (1998)
observaram que o pequeno nuamero de locos isoenzimaticos disponiveis limita o
poder dessa técnica.

Técnicas moleculares utilizando o DNA, na obtengdo de fingerprint para
a caracterizagiio de cultivares ¢ um processo atual, ainda ndo reconhecido como
metodologia oficial para a determinagiio de descritores em morangueiro. Tais

técnicas s¥0 muito precisas, pois acessam a variabilidade diretamente a nivel de



DNA e permitem a geragdio de grande mimero de descritores estaveis, que nio
sdo influenciados pelo ambiente ¢ podem ser detectados em qualquer tipo de
tecido ¢ fase de desenvolvimento da planta (Cheng et al., 1997).

Diversos marcadores moleculares tém sido utilizados para
caracterizagdo genética em varias espécies vegetais, incluindo os marcadores
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA - Fragmento de DNA
Amplificado a0 Acaso) e SSR (Simple Sequence Repeat ou Microssatélites). A
utilizagdo dos marcadores moleculares poderd contribuir de maneira expressiva
para o aumento da precisio das informagdes relacionadas aos genétipos de
interesse, podendo ser utilizados na identificacio de cultivares, garantindo o
direito da protecdo intelectual dos mesmos.

Em qualquer programa de melhoramento, a introdugio de cultivares
divergentes tem sido reconhecida como estratégia importante para evitar a
endogamia (Luby et al,, 1991; Sjulin & Dale, 1987), a qual, freqiientemente,
resulta na perda de vigor ¢ redugio da produtividade (Conti et al., 2002a;
Hancock et al, 1996). As informagSes existentes sobre o nivel de
relacionamento genético entre os cultivares de morangueiro sdo pouco
elucidativas (Graham et al., 1996), o que limita o sucesso de novas combinagdes
alélicas. Portanto, torna-se necessirio um estudo prévio do germoplasma do

morangueiro visando a futuros trabalhos em melhoramento.

2.4. Marcadores RAPD

O RAPD ¢ uma variagdo da técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) que utiliza um unico primer com 10 nucleotideos de segiiéncia
arbitraria, que se anelam em regides aleatérias do genoma e geram uma
amplificagdo de fragmentos distribuidos a0 acaso. O polimorfismo é detectado
pela auséncia ou presenga dos fragmentos de DNA amplificados (Welsh &
McClelland, 1990; Willians et al., 1990).
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O uso dos marcadores RAPD para o estudo da variabilidade genética
oferece vantagens, uma vez que apresentam um numero quase ilimitado de
primers que podem ser utilizados na amplificagio do DNA gendmico sem 0
conhecimento prévio de informagdes sobre sondas ou seqiiéncias de DNA e
apresenta baixo custo (Cenis et al., 1993; Willians ct al., 1990). Varios primers
RAPD ja foram descritos como eficientes para gerar polimorfismo e¢m
morangueiro (Conti et al., 2002b; Gidoni et al., 1994; Degani et al., 1998;
Degani et al., 2001; Parent & Pagé, 1995). Conti ct al. (2002a) sclecionaram
cinco primers RAPD (OPB06, OPBOS, OPB19, OPGO05 ¢ OPGI11) que geraram
um total de 73 marcadores, os quais foram utilizados para estimar a diversidade
genética ¢ identificar 26 cultivares de morangueiro. Porebski & Catling (1998),
estudando 35 subespécies de Fragaria chiloensis (L.) Duchesne, de 100 primers
RAPD, sclecionaram 12 que geraram 62 bandas polimorficas. Graham et al.
(1996), estudando a diversidade genética entre oito cultivares de morangueiro
usados em programas de melhoramento, observaram 160 bandas amplificadas
por 10 primers, das quais 79 (63 %) foram polimérficas. Garcia et al. (2002)
selecionaram 16 primers RAPD para amplificacio de DNA, sendo suficientes
para identificar oito cultivares de morangueiro, cntre eles os cultivares
Camarosa, Tudla ¢ Sweet Charlie, estudados neste trabalho.

Ferreira & Grattapaglia (1998) enumeram a aplicagio dos marcadorcs
RAPD na obtengio de fingerprints gendmicos, na analisc da divergéncia
genética, no estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre diferentes
espécies, na construgio de mapas gencticos ¢ na localizagdo de genes de
interesse econdmico. Para o morangueiro, os marcadores RAPD tém sido
utilizados para identificacdo de cultivares, mapeamento € estudo de diversidade
(Congiu et al., 2000; Degani ¢t al., 1998; Gidoni ct al., 1994; Graham et al.,
1996: Hancock et al., 1994; Haymes et al., 1997; Harrison et al., 1997; Landry et
al.. 1997; Parent & Pagé, 1995). Anilise da diversidade genética entre
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morangueiros cultivados no Brasil, utilizando-s¢ marcadores RAPD, foram
concordantes com base nas caracteristicas morfoldgicas ¢ agrondmicas (Conti et
al., 2002b). Hancock et al. (1994) examinaram a diversidade genética entre oito
cultivares de morangueiro selecionados do Programa de Melhoramento da
Universidade da California, utilizando marcadores RAPD. No entanto, existe
uma caréncia de informagdo quanto a utilizagio dos marcadores RAPD c¢m

cultivares de morangueiro comercializados em Minas Gerais.

2.5. Marcadores SSR

Os genomas eucariotos sdo densamente povoados por diferentes classes
de seqiiéncias curtas com um a seis nucleotideos repetidos de 10 a 60 vezes em
tandem ao longo da molécula de DNA, conhecidos como microssatélites
(Rafalski et al., 1996). Cada microssatélite constitui um loco genético altamente
variavel, multialélico ¢ com um elevado conteido informativo de polimorfismo
(Ferreira & Grattapaglia, 1998), mostrando estabilidade ao longo de varias
geragdes (Russel et al., 1997). As regides que flanqueiam os microssatélites sio
conservadas entre diferentes espécies de um mesmo género permitindo a
transferéncia de locos microssatélites entre espécies.

A identificagdo dos SSR ¢ um processo trabalhoso e de elevado custo,
envolvendo a construgdo de bibliotecas gendmicas, selegio de clones contendo
os microssatélites, o seqiienciamento em larga escala desses clones, desenho dos
primers especificos e sua confirmagdo por PCR (Rafalski et al., 1996). Apos
essa fase, a utilizacdo dessa técnica caracteriza-se pela simplicidade, rapidez ¢
precisdo na geragdo dos perfis genéticos. Além disso, os marcadores SSR
possuem elevado poder discriminatorio e, normalmente, poucos locos garantem
a completa identificagdo de genotipos, o que os tornam uteis para a identificagdo

de cultivares. As variagdes nas regides SSR resultam nos diferentes nimeros de



alelos detectados por loco genético, que podem ser amplificados por PCR ¢
resolvidos em géis de poliacrilamida ou de agarose (Smulders et al., 1997).

Para o morangueiro, marcadores SSR ja foram isolados ¢ caracterizados.
James et al. (2003) desenvolveram 10 pares de primers polimoérficos de
microssatélites em morangueiro selvagem (Fragaria vesca L) para estudo de
mapeamento, diversidade ¢ identificagdio de clones, no qual mostraram
polimorfismo em nove acessos de F. vesca, sendo detectados de 2 a 6 alelos por
locos. Sargent et al. (2003) caracterizaram 22 marcadores SSR desenvolvidos
para a espécie diploide de Fragaria viridis. No entanto, existe uma caréncia de

informagZo quanto a utilizagdo desses marcadores em morangueiro comercial.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivares de morangueiro estudados

Para a realizagdo desse trabalho, foi utilizada uma colegiio contendo oito

cultivares de morangueiro (Tabela 1), produzidos no Estado de Minas Gerais e

comercializados como matrizes pela Multiplanta Tecnologia Vegetal Ltda

(Andradas, MG).

TABELA 1. Matrizes de morangueiro propagadas pela Multiplanta Tecnologia
Vegetal Ltda (Andradas, MG).

CULTIVARES PARENTAIS ORIGEM

Camarosa ‘Douglas’ x ‘Cal 85.218-605>  Universidade da
Califérnia, EUA, 1988

Campinas ‘Donner’ x ‘Tahoe’ IAC, Campinas, Brasil,
1955

Dover ‘Florida Belle’ x ‘Fla.71-189>  Universidade da Flérida,
EUA, 1973

Oso Grande ‘Parker’ x ‘Cal 77.3-603’ Universidade da
Califérnia, EUA, 1987

Seascape ‘Selva’ x ‘Douglas’ Universidade da
Califérnia, EUA, 1991

Sweet Charlie ‘F1 80-456 x ‘Pajaro’ Universidade da Florida,
EUA, 1994

Toyonoka
Tudla (Milsei)

‘Himiko’ x ‘Harunoka’
‘Parker’ x ‘Chandler’

Japdo, 1975
Tudela, Espanha, 1992
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Cinco mudas dos oito cultivares de morangueiro, propagadas in vitro,
foram enviadas pela Multiplanta Tecnologia Vegetal Ltda (Andradas, MG) em
bandejas embaladas em caixa de papeldo, para o Laboratorio Central de Biologia
Molecular da Universidade Federal de Lavras - UFLA, onde foram cultivadas
em casa de vegetagdo, em vasos de 10 L contendo substrato comercial, das quais

as folhas foram utilizadas como tecido para extragdo de DNA.

3.2. Extragiio e quantificaciio do DNA

Para a extragdo do DNA, 1 g de tecido foliar fresco foi triturado em N,
liquido com 10 mL de tampdo de extragdo (100 mM Tris-HCI pH 8,0, 20 mM
EDTA pH 8,0, 1,4 M NaCl, 3 % CTAB, 1 % PVP, 5 % B-Mercaptoetanol) ¢
incubado a 65 °C por 1 hora, sendo homogeneizado a cada 15 minutos. Apos
esse periodo, foram adicionados 10 mL de cloroformio:octanol (24:1),
homogeneizados por 15 minutos. A separagdo das fases orginica e aquosa foi
realizada por centrifugagio a 12.000 g por 20 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo de centrifuga ¢ repetiram-se as ctapas da adi¢do do
cloroformio:octanol e centrifugagio. O DNA foi precipitado com isopropanol 99
% (-20 °C), removido com anzol de vidro ¢ transferido para tubo contendo
etanol 70 % (-20 °C), onde permaneceu durante 10 minutos. Apds esse periodo,
o DNA foi solubilizado em 300 pL de TE pH 8,0 (10 mM Tris pH 8,0, ] mM
EDTA).

A quantificagio do DNA foi realizada em gel de agarose 0,8 % por
comparagio com padroes de DNA de concentracéo conhecida. A eletroforese foi
realizada a 150 V em tampio TAE (1 mM EDTA pH 8,0, 40 mM TRIS pH 8,0,
20 mM acido acético) ¢ o gel tratado com brometo de etidio (1 pg. mL"') durante
30 minutos. Os fragmentos foram visualizados sob luz ultravioleta ¢ a sua

imagem foi captada pelo sistema de documentagéo “Eagle Eye” (Stratagene).
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3.3. Marcadores RAPD

As reagdes de amplificacdes foram realizadas em um volume final de 25
uL, contendo 50 ng de DNA, 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM KCl, 2 mM
Mg?", 100 pM de cada um dos dNTPs, 1 U da enzima Taq polimerase e 0,16 uM
primer. Foram utilizados 160 primers RAPD, citados na literatura e escolhidos
ao acaso da Operon Technologies (Alameda, CA, EUA).

As reagdes foram submetidas ao termociclador GeneAmp PCR 9600
(Applied Biosystems) programado com uma temperatura de desnaturagdo inicial
de 92 °C por 2 minutos, seguida de 45 ciclos de amplificagio compostos por 3
etapas: 95 °C por 45 segundos, 42 °C por 1 minuto ¢ 72 °C por 2 minutos. Apés
os 45 ciclos, as amostras foram submetidas a uma etapa final de 2 minutos a 72
°C.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese a 150 V, sob
tampdo TAE (1 mM EDTA pH 8,0, 40 mM TRIS pH 8,0, 20 mM acido acético),
em gel de agarose 1,2 %. Apds a eletroforese, o gel foi tratado em solugio de
brometo de etidio (1 pg mL™) durante 30 minutos, sendo visualizado sob luz
ultravioleta e as imagens captadas pelo sistema de fotodocumentagio “Eagle
Eye” (Stratagene),

3.4. Marcadores SSR fluorescentes

Para reagio de amplificacdo foram utilizados 10 pares de primers SSR
denominados MORI, MOR2, MOR3, MOR4, MOR5, MOR6, MOR7, MORS,
MOR9 ¢ MORI10. Os primers SSR foram marcados com fluorescéncia, sendo os
primers MOR3, MOR4, MORS5 ¢ MOR7 marcados com a molécula 6-FAM que
confere fluorescéncia azul, os primers MOR6, MOR8 ¢ MOR10 marcados com
HEX de fluorescéncia verde e os primers MOR1, MOR2 ¢ MORY marcados
com NED de fluorescéncia amarela (Applied Biosystems),
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As reacdes de amplificagio foram realizadas no termociclador
GeneAmp PCR 9600 (Applied Biosystems), isoladamente para cada
fluorescéncia em um volume final de 10 pL, contendo 30 ng de DNA, 20 mM
Tris-HCl (pH 8,0), 50 mM KC), 1,5 mM MgCl,, 125 uM de cada um dos
dNTPs, 0,2 pM de cada um dos primers ¢ 0,25 U da enzima Taq DNA
polimerase.

Os ciclos das reagdes de PCR consistiram de uma desnaturagdo inicial a
94 °C por cinco minutos, 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 50 °C por 45
segundos ¢ 72 °C por 60 segundos. Ao final, a reagdo foi submetida a um
periodo de extensdo a 72 °C por seis minutos.

Os produtos finais da reagdo de PCR foram diluidos nas proporgges de
1:20 para 6-FAM ¢ 1:10 para HEX e NED. Apés a dilui¢do, os produtos de PCR
marcados com fluorescéncias diferentes foram agrupados em volumes iguais e
de cada grupo foram retirados 3,0 uL que foram misturados a 0,5 pL de
formamida, 0,5 pL do corante blue dextran ¢ 0,5 uL do padrio GS-500 ROX
(Applied Biosystems). As amostras foram desnaturadas a 95 °C durante trés
minutos € mantidas no gelo até sua aplicagio no gel desnaturante de
poliacrilamida 5 % . Foram aplicados 2 uL das amostras desnaturadas no gel ¢
os produtos amplificados foram separados por eletroforese a 2000 V durante trés

horas no sequenciador automitico de DNA ABI Pnsm 377 (Applied
Biosystems).

3.5. Avaliacdio dos dados moleculares

Para avaliagio dos resultados moleculares obtidos por marcadores SSR
cada fragmento amplificado foi considerado como um loco. Assim, as bandas
polimorficas resultantes, obtidas por marcadores RAPD ¢ SSR, foram analisadas

visualmente e foi construida uma matriz considerando os dados binarios, onde o
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valor 1 (um) foi atribuido para presenga do alelo ¢ o valor 0 (zero) para sua
auséncia. Esses dados foram utilizados na construgio de uma matriz binaria.

A partir dos dados binarios foi calculada a matriz de dissimilaridade
entre os oito cultivares utilizando o complemento do coeficiente de Jaccard, para
os marcadores RAPD e SSR, segundo a formula:

Sij = ———
a+b+c
a = presenga da banda nos genétipos i ¢ j;

b = presenca da banda no gendtipo i e auséncia no gendtipo j;
¢ = auséncia da banda no genétipo i e presenga no gendtipo j.

O agrupamento dos cultivares foi realizado pelo método UPGMA
(Unweghted Pair-Group Mean Average) utilizando o programa Statistica versdo
4.3. Cada agrupamento do dendrograma foi avaliado pela andlise de boostrap
utilizando 10.000 amostragens pelo programa BOOD 3.2 (Coelho, 2000). A
técnica de bootstrap realiza a repetigiio da experiéncia, 0 que seria desejavel ng
prética, se tal fosse possivel. As observagdes sdo escolhidas de forma aleatéria o
as estimativas calculadas novamente.

Para verificar o nimero minimo de marcadores polimérficos necessarios
para gerar uma matriz de distdncia genética, foi utilizada a metodologia descrita
por Efron (1981) e implementado pelo programa GQMol
(www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm). Seja X = (X, ... , X») a amostra contendo
N observagdes. Constrdi-se B amostras X'V, ... , X"® de comprimento N cada,
construidas a partir da populagdo finita (X, ... , X;) que corresponde a amostrar
com substitui¢fio a partir do conjunto X.

A diversidade genética do loco ou PIC (Polymorphic Index Content) é
uma estimativa utilizada para a avaliagdo do poder discriminatério de um loco.
A maior informatividade de uma classe de marcadores define sua maior

eficiéncia em detectar polimorfismos entre dois individuos (Rafalski et al.,
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1996). O PIC, para marcadores SSR, pode ser calculado pela formula de Weir
(1996); como o morangueiro é uma espécie octapolide, as bandas geradas pelos
marcadores SSR niio foram consideradas alélicas, sendo avaliadas como
marcadores dominastes, assim como o RAPD, foi determinado por meio da
equacdo: PIC =1 - X;. pij>. Sendo que p; é a freqiiéncia do alelo p do loco i,

no primer j.

3.6 Identificagiio genética de 10 genétipos desconhecidos de morangueiro

A empresa Multiplanta Tecnologia Vegetal (Andradas, MG)
disponibilizou um lote contendo 10 amostras, em trés repetigdes, de mudas de
matrizes de morangueiro para serem identificadas. As amostras foram recebidas
sem as respectivas identificagGes, sendo apenas enumeradas de 1 a 10. Portanto,
coube a este estudo a identificagio genética dessas amostras, utilizando
marcadores RAPD e SSR.

Os processos de extragdo, quantificagio e amplificagdo do DNA foram

realizados conforme descrito anteriormente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

4.1. Estudo da divergéncia genética entre cultivares morangueiro

4.1.1. Marcadores RAPD.

De um total de 160 primers testados, 63 foram capazes de amplificar
fragmentos bem definidos ¢ apresentar um padrdo de bandas polimérficas entre
os cultivares analisados. Os 63 primers selecionados geraram 277 bandas das
quais 231 foram polimérficas (83 %). A informatividade desses primers variou
de 0,92 para o primes OPG05 e OPW06 a 0,22 para os primers OPG19 e OPJ17
(Tabela 2),

TABELA 2. Primers RAPD, suas respectivas seqiiéncias de bases, PIC
(Polymorphic Index Content) e nimero de bandas
polimérficas obtidas em oito cultivares de morangueiro.
Laboratério Central de Biologia Molecular da Universidade
Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG, 2005.

PRIMER SEQUENCIA PIC Numero de
5’°-3) bandas

polimérficas
OPB02 TGATCCCTGG 0,85 5
OPB04 GGACTGGAGT 0,82 4
OPBO05 TGCGCCCTTC 0,61 2
OPBO07 GGTGACGCAG 0,90 6
OPB08 GTCCACACGG 0,65 2
OPB10 CTGCTGGGAC 0,82 4
OPB11 GTAGACCCGT 0,84 4
OPB12 CCTTGACGCA 0,81 4
OPB13 TTCCCCCGCT 0,61 2
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Tabela 2. Cont.

Pl A T -_u‘-....g',.f';;
- 3 4 -8 LR

OPB14
OPB15
OPB16
OPB18
OPB19
OPB20
OPEO06
OPE19
OPE20
OPFO01
OPFO02
OPFO07
OPFO08
OPF09
OPF10
OPF12
OPF13
OPF14
OPF16
OPGO02
OPG04
OPGO5
OPGO06
OPGO08
OPG09
OPG10
OPG11

TCCGCTCTGG
GGAGGGTGTT
TTTGCCCGGA
CCACAGCAGT
ACCCCCGAAG
GGACCCTTAC
AAGACCCCTC
ACGGCGTATG
AACGGTGACC
ACGGATCCTG
GAGGATCCCT
CCGATATCCC
GGGATATCGG
CCAAGCTTCC
GGAAGCTTGG
ACGGTACCAG
GGCTGCAGAA
TGCTGCAGGT
GGAGTACTGG
GGCACTGAGG
AGCGTGTCTG
CTGAGACGGA
GTGCCTAACC
TCACGTCCAC
CTGACGTCAC
AGGGCCGTCT
TGCCCGTCGT

0.89
0.85
0.90
0,90
0,67
0.41
0,86
0.85
0.80
0,90
0.85
0.76
0,47
0.83
0.81
0,38
0,80
0.84
0,84
0.47
0.87
0,92
0,71
0,74
0,82
0,88
0,90
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Tabela 2. Cont.

OPG12
OPG13
OPG14
OPGI1S5
OPG16
OPG17
OPG18
OPG19
OPI03
OPJ10
OPJ12
OPJ13
OPJ14
OPJ16
OPJ17
OPJ18
OoPrPJ19
OPWo02
OPWO04
OPWO06
OPWI11
OPWI13
OPWI15
OPW16
OPWI19
OPY06
OPY15

CAGCTCACGA
CTCTCCGCCA
GGATGAGACC
ACTGGGACTC
AGCGTCCTCC
ACGACCGACA
GGCTCATGTG
GTCAGGCAA
CAGAAGCCCA
AAGCCCGAGG
GTCCCGTGGT
CCACACTACC
CACCCGATG
CTGCTTAGGG
ACGCCAGTTC
TGGTCGCAGA
GAACACCACT
ACCCCGCCAA
CAGAAGCGGA
AGGCCCGATG
CTGATGCGTG
CACAGCGACA
ACACCGGAAC
CAGCCTACCA
CAAAGCGCTC
AAGGCTCACC
AGTCGCCCTT

0.83
0.86
0.78
0.65
0.82
0.90
0.73
0,22
0.61
0.88
0,84
0.63
0,84
0,71
022
0,65
0,84
0.85
0,90
0,92
0.91
0,68
0.83
0,89
0.81
0,63
0,47
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O numero de bandas polimérficas amplificadas pelos primers variou de
um para os primers OPB20. OPF08, OPF12, OPG02, OPG19, OPJ17¢ OPY15 a
oito para o primer OPGOS, cujo padrio de amplificagdo esta representado na

figura 1.

OPG 05
Cr Cp D OG S SC To Tu

~1 Qhthés WD =

FIGURA 1. Padrdes de amplificagio obtidos com o primer
OPGO3. em gel de agarose 1.2 %. Cultivares de
morangueiro: Cr: Camarosa. Cp: Campmas. D:
Dover. OG: Oso Grande. S: Seascape. SC: Sweet
Charlie. To: Tovonoka. Tu: Tudla. NBP: Numero
de Bandas Polimorficas. Laboratorio Central de
Biologia Molecular da Universidade Federal de
Lavras - UFLA. Lavras - MG. 2003,

As 231 bandas polimérficas foram consideradas suficientes para uma
adequada avaliagdo da divergéncia, uma vez que nas analises de nimero otimo
de marcadores realizadas verificou-se que a correlagdo entre as matrizes de
distancia aproximou-se¢ de 1 ¢ a soma dos quadrados dos desvios foi reduzida

para 0,10, a partir da utilizagdo de 80 bandas polimorficas (Figura 2). Assim, o



aumento do nimero de bandas ndo alterou significativamente a estimativa da

distancia genética entre os individuos estudados.
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FIGURA 2. Anilise do nimero minimo de marcadores RAPD para a
estimativa das distancias genéticas entre oito cultivares
de morangueiro, utilizando mimeros crescentes de bandas
polimérficas. Laboratério Central de Biologia Molecular

da Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras -
MG, 2005.

Com base nas 231 bandas polimérficas RAPD obtidas, foi construida

uma matriz de distncia genética, utilizando o coeficiente de Jaccard, entre pares

de cultivares (Tabela 3).
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TABELA 3. Matriz de distincias genéticas entre oito cultivares de morangueiro
utilizando marcadores RAPD. Laboratorio Central de Biologia
Molecular da Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras -

MG, 2005.
Cr Cp D oG S SC To Tu
Cr 0
Cp 049 O
D 0,51 0,59 0
oG 034 038 049 0
S 0,42 0,46 0,47 0,35 0
SsC 047 054 058 045 042 0
To 078 072 081 0,75 0,76 0,76 0
Tu 042 051 058 042 043 041 076 0

Cr: Camarosa, Cp: Campinas, D: Dover, OG: Oso Grande, S: Seascape, SC:
Sweet Charlie, To: Toyonoka, Tu: Tudla.

A distancia genética média entre os oito cultivares foi de 0,43, com uma

amplitude de 0,81 a 0,34. A maior distincia foi obtida entre os cultivares Dover

¢ Toyonoka, que apresentam origens distintas, uma vez que o cultivar Dover foi

desenvolvido na Universidade da Flérida, Estados Unidos e o cultivar Toyonoka

foi desenvolvido no Japdo. A menor distdncia foi observada entre os cultivares

Camarosa ¢ Oso Grande, ambos desenvolvidos na Universidade da Califérnia,

Estados Unidos.

O dendrograma obtido com marcadores RAPD e a porcentagem do

freqiiéncia pela analise de bootstraps estio representados na figura 3.
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FIGURA 3. Dendrograma representando as distancias genéticas obtidas com
base em marcadores RAPD. entre os cultivares de morangueiro.
gerado  pelo método UPGMA. A consisténcia de cada
agrupamento foi determinada pela andlise de  boorsrrap.
Laboratério Central de Biologia Molecular da Universidade
Federal de Lavras - UFLA. Lavras - MG. 2005.

Pelo resultado da matriz de dissimilaridade genética obtida com o indice
de Jaccard, pode-se observar que houve a formagéo de apenas um grupo a uma
distancia de 61 %, separando o cultivar Toyonoka, desenvolvido no Japio, dos
demais cultivares. A consisténcia de cada agrupamento foi avaliada por
reamostragens dos dados, por meio de 10.000 amostras, revelando uma
consisténcia de 100 % desse agrupamento.

Dentro do grupo formado, foi observada a formagdo de um subgrupo, a
uma distdncia de 46 %, contendo os cultivares Camarosa, Oso Grande o

Seascape. Esse agrupamento pode ser explicado pela origem comum dos
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cultivares, Universidade da Califérnia, EUA, além do fato de que os cultivares

Camarosa e Seascape possuem em comum o genétipo ‘Douglas’ como parental.

4.1.2. Marcadores SSR
Dos 10 primers testados entre os oito cultivares de morangueiro, 3

(MOR1, MORS5 ¢ MOR10) foram monomoérficos (Figura 4).

MORI MORS MOR10

v:-_‘ 2-cive -

FIGURA 4. Padrdes de amplificacdo obtidos em oito cultivares de
morangueiro, utilizando os primers MOR1 (amarelo),
MORS5 (azul) e MORI0 (verde), em gel de
poliacrilamida 5 % desnaturante. Laboratério Central
de Biologia Molecular da Universidade Federal de
Lavras - UFLA, Lavras - MG, 2005.

Os outros sete primers revelaram polimorfismos entre os cultivares
analisados produzindo bandas bem definidas e reproduziveis. Foram
amplificados 44 alelos, dos quais 36 foram polimoérficos (82 %). O niimero de
alelos polimorficos variou de um para o primer MOR2 a 11 para o primer

MOR7 (Figura 5).
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MOR2 MOR7
Cr Cp DOG S SC ToTu Cr Cp DOG S SC ToTu

FIGURA 5. Padroes moleculares obtldos em oito cultlvares dc moranguelm
utilizando os primers MOR2 e MOR7, em gel de poliacrilamida 5
% desnaturante. Cultivares de morangueiro: Cr: Camarosa, Cp:
Campinas, D: Dover, OG: Oso Grande, S: Seascape, SC: Sweet
Charlie, To: Toyonoka, Tu: Tudla. NBP: Niméro de Bandas
Polimoérficas. Laboratorio Central de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG, 2005.

A informatividade dos sete primers SSR utilizados variou de 0,94
(MOR7) a 0,50 (MOR2) (Tabela 4).



TABELA 4. Primers SSR com seus respectivos valores de PIC
(Polymorphic Index Content), nimero de alelos polimérficos
e faixa de tamanho dos alelos obtidos em oito cultivares de

morangueiro. Laboratério Central de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG,

Primerszoos- PIC  Numero de alelos Faixa de tamanho
Polimoérficos dos alelos
MOR2 0,50 1 193-195
MOR3 0,91 7 211-243
MOR4 0,86 5 231-255
MOR6 0,86 4 201-209
MOR?7 0,94 11 127-223
MORS 0,90 6 177-209
MOR9 0,69 2 195-209

As 36 bandas polimérficas foram consideradas suficientes para uma
adequada avaliagio da divergéncia genética, uma vez que as analises de numero
4timo de marcadores indicaram que a correlagio entre as matrizes de distincia
aproximou-se de 1 ¢ a soma dos quadrados dos desvios foi reduzida para 0,10, a

partir da utilizagiio de 26 bandas polimorficas (Figura 6).
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FIGURA 6. Anilise do numero minimo de marcadores SSR para a

de distincia genética, obtidas com o indice de Jaccard, relacionando todos os
pares de cultivares (Tabela 5). A distincia genética média entre os cultivares foi
de 0,48, com uma amplitude de 0,83 a 0,26. A maior distancia foi obtida entre os
cultivares Dover ¢ Campinas, de origens distinta, uma vez que o cultivar Dover
foi desenvolvido na Universidade da Florida, e que o cultivar Campinas foi
desenvolvido no IAC, Brasil. A menor distincia foi observada entre os

cultivares Camarosa e Oso Grande, sendo ambos desenvolvidos na Universidade

estimativa das distincias genéticas entre oito cultivares de
morangueiro, utilizando mimeros crescentes de bandas
polimérficas. Laboratorio Central de Biologia Molecular
da Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG,
2005.

Com base nas 36 bandas polimérficas SSR foi construida uma matriz

da Califérnia, concordando com os resultados dos marcadores RAPD,
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TABELA 5. Matriz de distincias genéticas, utilizando primers SSR, entre oito
cultivares de morangueiro analisados dois a dois. Laboratério
Central de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras -
UFLA, Lavras - MG, 2005.
Cr Cp D oG S SC To Tu

Cr 0
Cp 067 0
D 0,74 0,83 0
0oOG 026 056 0,65 0
S 043 0,73 0,7 0,45 0
sC 069 074 061 065 070 0
To 0,54 060 045 050 056 0,58 0
Tu 0,28 0,65 0,82 0,48 0,54 0,73 0,69 0

Cr: Camarosa, Cp: Campinas, D: Dover, OG: Oso Grande, S: Seascape, SC:
Sweet Charlie, To: Toyonoka, Tu: Tudla.

O dendrograma obtido com marcadores SSR ¢ a porcentagem de
freqiénecia pela andlise de bootstraps estio representados na figura 7. Pelo
resultado da matriz de distincia genética pode-se observar que houve a formagdo
de dois grupos a 60 % de distincia. A analise de boofstrap revelaram uma
consisténcia de 100 % desse agrupamento. O primeiro grupo apresentou os
cultivares Camarosa, Oso Grande, Seascape ¢ Tudla, sendo os trés primeiros
originarios da Universidade da Califérnia, € o ultimo originario da Espanha. O
segundo grupo foi composto pelos cultivares Dover, Sweet Charlie € Toyonoka,
sendo os dois primeiros desenvolvidos na Universidade da Flérida e o cultivar
Toyonoka, originario do Japdo. O cultivar Campinas, originario do Brasil, ficou
isolado, se agrupando com os cultivares da Califérnia 2 uma distincia genética
de 68 %.
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FIGURA 7. Dendrograma representando as distincias genéticas obtidas com
base em marcadores SSR. entre oito cultivares de morangueiro.
gerado pelo método UPGMA. A  consisténcia de cada
agrupamento foi determinada pela analise de  bootstrap,
Laboratorio Central de Biologia Molecular da Universidade
Federal de Lavras - UFLA. Lavras - MG. 2005.

4.1.3. Marcadores RAPD e SSR agrupados

Um terceiro dendrograma foi construido utilizando as informagdes de 10
primers de RAPD (OPB07, OPB16, OPB18, OPF01, OPG05, OPG11, OPG17,
OPW04, OPW06 e OPW11) que apresentaram maiores valores de PIC (entro
0,92 a 0,90) ¢ 7 primers SSR polimérficos (MOR2, MOR3, MOR4, MORS,
MOR7, MORS, MORY).

Esses 17 primers geraram 113 bandas, das quais 102 foram polimoérficas
(90 %). Os polimorfismos foram considerados suficientes para a avaliagdo da

divergéncia, uma vez que a correlagdo entre as matrizes de distincia aproximou-
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se de 1 e a soma dos quadrados dos desvios foi reduzida para 0,10, a partir da

utilizacdo de 50 bandas polimértficas (Figura 8).
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FIGURA 8. Analise do nimero minimo de marcadores RAPD e SSR
agrupados, para a estimativa das distincias genéticas entre oito
cultivares de morangueiro, utilizando numeros crescentes de
bandas polimorficas. Laboratorio Central de Biologia Molecular
da Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG,
2005.

Com base nas 102 bandas polimoérficas obtidas foi construida uma
matriz de distdncia genética utilizando o indice de Jaccard entre os pares de
cultivares (Tabela 6). A distincia genética média entre os cultivares foi de 0,41
com uma amplitude de 0,34 a 0.68. A maior distancia foi obtida entre os
cultivares Toyonoka e Tudla, que apresentam origem distintas. uma vez que 0
cultivar Toyonoka foi desenvolvido no Japdo ¢ o cultivar Tudla na Espanha. A
menor distincia foi observada entre os cultivares Oso Grande e Seascape,

originarios da Universidade da Califérnia,
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TABELA 6. Matriz de distancias genéticas, utilizando marcadores RAPD ¢
SSR agrupados, entre oito cultivares de moranguciro. Laboratério
Central de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras
- UFLA, Lavras - MG, 2005.
Cr Cp D oG S SC To Tu

Cr 0

Cp 0.54 0
D 0,58 058 0
oG 036 038 044 0
S 0,43 047 047 0,34 0
SC 0,57 052 049 043 043 0
To 0,65 062 063 060 065 0,64 0
Tu 046 054 063 046 048 054 0,68 0

Cr: Camarosa, Cp: Campinas, D: Dover, OG: Oso Grande. S: Seascape. SC:
Sweet Charlie, To: Toyvonoka, Tu: Tudla.

O dendrograma obtido com os marcadores RAPD ¢ SSR agrupados
apresentou uma tendéncia em agrupar os cultivares em fungdo do local de

origem dos mesmos (Figura 9).
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FIGURA 9. Dendrograma das distancias genéticas. utilizando os marcadores
RAPD e SSR agrupados. entre oito cultivares de morangueiro.
gerado pelo método UPGMA. A consisténcia de cada
agrupamento foi determinada pela  andlise de  boostrap.
Laboratério Central de Biologia Molecular da Universidade
Federal de Lavras - UFLA. Lavras - MG. 2003.

Pelo resultado do dendrograma pode-se observar a formagdo de um
subgrupo, a 40 % de distincia genética, contendo os cultivares desenvolvidos na
California (‘Camarosa’, ‘Oso Grande’ e ‘Seascape’). A esse subgrupo foram
adicionados os cultivares Campinas e Tudla, originarios do Brasil ¢ da Espanha,
respectivamente, formando um grupo maior a 50 % de distdncia genética. Além
disso, na mesma distdncia foi formado outro grupo contendo os cultivares
originario da Flérida (‘Dover’ e ‘Sweet Charlie’). A analise de bootstrap
revelaram uma consisténcia de 94 % dos dois grupos formados. O cultivar

‘Toyonoka’, originario do Japo, ndo se agrupou com os demais cultivares.
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4.2. Identifica¢éio de cultivares de morangueiro

4.2.1. Marcadores RAPD

Foi possivel estabelecer a identificagdo dos oito cultivares de
morangueiro avaliados utilizando dois primers RAPD. Para isso, varias
combinagdes de dois primers podem ser utilizados (Tabela 7 ¢ Tabela 1A,
Anexo),

TABELA 7. Possiveis combinagdes de dois primers RAPD utilizados para
identificar oito cultivares de morangueiro. Laboratorio Central de
Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras - UFLA,
Lavras — MG, 2005.

Primer 1 Primer 2
OPBO0O7 OPB10, OPB!1, OPE19, OPGO05, OPGl0, OPGIS,
OPJ10, OPWO06
OPB10 OPB07, OPBI19, OPEl19, OPGO05, OPG10, OPGI18S,
OPWO06
OPBI11 OPB07, OPB19, OPGO05, OPG10, OPJ10
OPB12 OPJ10
OPBI15 OPG10, OPJ10, OPW06
OPBI19 OPBI10, OPB11, OPG18, OPJ10, OPW06
OPEI19 OPB07, OPB10, OPG10, OPJ10, OPW06
OPF07 OPW06
OPGO5 OPB07, OPB10, OPB11, OPG18, OPJ10, OPW06
OPGI10 OPBO07, OPB10, OPB11, OPB15, OPE19, OPG18, OPJ10,
OPWO06
OPGI18 OPB07, OPB10, OPB19, OPGO05, OPG10
OPJ10 OPB07, OPBI1l1, OPB12, OPB15, OPB19, OPEI19,
OPGO5, OPG10, OPWO06
OPWO06 OPB07, OPB10, OPB15, OPB19, OPE19, OPF07,
OPGO05, OPG10, OPJ10
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Como exemplo, utilizando os primers OPJ10 ¢ OPBI9, foi possivel
identificar todos os cultivares de morangueiro avaliados no presente estudo
(Figura 10).

8 CULTIVARES
]
OPJ 10
|

[Cr D S sC| [Cp] |OG Tu

Cr D S SC

FIGURA 10. Fluxograma para identificagio dos oito cultivares de
morangueiro em estudo. utilizando marcadores
RAPD. Cultivares de morangueiro: Cr: Camarosa. Cp:
Campinas. D: Dover. OG: Oso Grande. S: Seascape.
SC: Sweet Charlie. To: Tovonoka. Tu: Tudla.
Laboratorio Central de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Lavras - UFLA. Lavras -
MG. 2005.

A reagio com o primer OPJ10 gerou quatro padrdes unicos de
amplificagdo, permitindo a identificagdo dos cultivares Campinas, Oso Grande,
Toyonoka e Tudla. Os cultivares Camarosa e Dover e os cultivares Seascape ¢

Sweet Charlie, que apresentaram o mesmo padrio de bandas pelo primer OPJ10,
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foram diferenciados pelo padrdo de amplificagdo obtido como o primer OPB19
(Figura 11).

OPJ10 OPB19
Cr Cp DOGSSC ToTu CrCp D OG S SC To Tu

SEwmay

FIGURA 11. Padrdes de amplificagio obtidos pelos primers OPJIO0 e
OPBI9. em gel de agarose 1.2 %. Cultivares de morangueiro:
Cr: Camarosa. Cp: Campinas. D: Dover. OG: Oso Grande. S:
Seascape. SC: Sweet Charlie. To: Tovonoka. Tu: Tudla.
Laboratorio Central de Biologia Molecular da Universidade
Federal de Lavras - UFLA. Lavras - MG. 2005.

Conti et al. (2002a) também conseguiram identificar 26 cultivares do
morangueiro utilizando trés marcadores RAPD e Degani et al. (1998)

identificaram 41 cultivares de morangueiro utilizando 10 primers RAPD.

4.2.2. Marcadores SSR

Foi possivel estabelecer a identificagdo dos oito cultivares do
morangueiro avaliados utilizando dois primers RAPD. Para isso, varias
combinagdes de dois primers podem ser utilizados (Tabela 8 e Tabela 2A,
Anexo).
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TABELA 8. Possivcis combinagdes dc dois primers SSR utilizados para
identificar oito cultivares de moranguciro. Laboratorio Central de
Biologia Molccular da Universidade Federal de Lavras - UFLA,
Lavras - MG, 2005.
Primer 1 Primer 2

MOR2 MOR?7

MOR3 MOR6, MORS, MOR9

MOR4 MORS3

MORG6 MOR3, MOR?

MOR?7 MOR2, MOR6, MORS, MORY
MORS3 MOR3, MOR4, MOR7, MOR9
MORS9 MOR3, MOR7, MORS

Como excmplo, utilizando os primers MOR3 ¢ MORS, foi possivel
identificar todos os cultivares dc moranguciro avaliados ncste cstudo (Figura
12). A rcagio com o primer MORS gcrou scis padrdes dc amplificagio
diferentes permitindo identificar os cultivares Camarosa: Campinas, Sweet
Charlie ¢ Tudla ¢ a separagiio dos cultivares restantes em dois grupos distintos.
Em um grupo formado, foram incluidos os cultivares Dover ¢ Toyonoka, ¢ no

outro os cultivares Oso Grande ¢ Seascape, que foram diferenciados pelo primer
MORS3 (Figura 13).
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| 8 CULTIVARES |

[€] [e] [D_To] [065] [5¢] [Tu]

] [o6] (] [

FIGURA 12. Fluxograma para identificacgio dos oito cultivares de
morangueiro em estudo, utilizando marcadores SSR.
Cultivares: Cr: Camarosa, Cp: Campinas, D: Dover, OG: Oso
Grande, S: Seascape, SC: Sweet Charlie, To: ‘Toyonoka, Tu:
Tudla. Laboratério Central de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG, 2005.

MOR3 MORS
CrCpD OGSSCToTuCr CpD OGS SCTo Tu

FIGURA 13. Padrdes de amplificagiio obtidos utilizando os primers MOR3
e MORS, em gel de poliacrilamida 5 % desnaturante.
Cultivares: Cr: Camarosa, Cp: Campinas, D: Dover, OG: Oso
Grande, S: Seascape, SC: Sweet Charlie, To: Toyonoka, Tu:
Tudla. Laboratério Central de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG, 2005.
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4.3. Identificaciio genética de 10 genétipos desconhecidos de morangueiro

4.3.1. Marcadores RAPD

Para identificacio dos 10 gendtipos desconhecidos de morangueirg
foram usados os primers OPB07, OPB10, OPB19, OPE19, OPG10, OPGIS,
OPJ10 ¢ OPWO06. Desses, os que apresentaram um padrdo confiavel de
amplificagio foram os primers OPB19. OPG10 ¢ OPGIS8. A reprodugdo de
bandas amplificadas é um pré-requisito para caracterizagio de marcadores
moleculares exclusivos para cada cultivar, sendo que a reprodugdo de bandas
geradas por marcadores RAPD ¢ uma das principais limitagdes dessa técnica.

Utilizando os primers OPG10 (Figura 14) ¢ OPGI8 (Figura 15) foi

possivel caracterizar todos os materiais enviados para identificagdo.

CrCpDOG SSCToTu 1 2 3 4 5 6 7 8 910

FIGURA 14. Padroes de amplificacio obtidos com o primer OPGL0. em gel de
agarose 1.2 %. (A) Cultivares de morangueiro: Cr: Camarosa. Cp:
Campinas. D: Dover. OG: Oso Grande. S: Seascape. SC: Sweet
Charlie. To: Tovonoka. Tu: Tudla. (B) Amostras para serem
identificadas. Laboratorio Central de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Lavras - UFLA. Lavras - MG. 2005.
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CrCp DOGS SCToTu 12 3 4 5 67 8 910

FIGURA 15. Padroes de amplificagio obtidos com o primer OPG18. em gel de

agarose 1.2 %. (A) Cultivares de morangueiro: Cr: Camarosa.

Cp: Campinas. D: Dover. OG: Oso Grande. S: Seascape. SC:
Sweet Charlie. To: Tovonoka. Tu: Tudla. (B) Amostras para
serem identificadas. Laboratério Central de Biologia Molecular
da Universidade Federal de Lavras - UFLA. Lavras - MG. 2005.

Os padroes moleculares do primer OPGl0 nos oito cultivares de
morangueiro (Tabela 9), quando comparados com o padrio das amostras
desconhecidas (Tabela 10), permitiu a identificagdo das amostras 2, 4. 7 e 8
como sendo os cultivares Dover, Camarosa, Toyonoka e Campinas,
respectivamente, uma vez que este primer gerou um padrio molecular tnico
para cada um desses cultivares. Em seguida, utilizando o primer OPGI18 foi
possivel identificar a amostra 1 como sendo ‘Oso Grande’, a 3 amostra como
“Sweet Charlie’, a 6 como “Tudla’ e a 9 como “Seascape’.

As amostras 5 ¢ 10 ndo apresentaram padrao de amplificacdo semelhante
a nenhum dos cultivares previamente caracterizados. Tais resultados
confirmaram a informagdo de¢ que esses cultivares eram ‘Aleluia’ e

‘CampDover’, respectivamente.
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TABELA 9. Interpretagdo do padrdo molecular obtido com primers
RAPD, por meio de 0 ¢ I, entre os oito cultivares de
morangueiro. Cada coluna representa um loco, sendo
considerado 0 a auséncia de banda ¢ 1 a presenga.
Laboratorio Central de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG,

2005.

Cultivar OPG10 OPG18
Camarosa 011111 111
Campinas 000010 111
Dover 001110 101
Oso Grande 111111 111
Scascape 111110 101]
Sweet Charlie 111111 110
Toyonoka 100010 100
Tudla 111110 110




TABELA 10. Interpretagido do padrio molecular obtido com primers RAPD,
por meio de 0 e I, entre 10 gendtipos desconhecidos de
morangueiro. Cada coluna representa um loco, sendo
considerado 0 a auséncia de banda e 1 a presenca. Laboratério
Central de Biologia Molecular da Universidade Federal de
Lavras - UFLA, Lavras - MG, 2005.

Amostra Primer Identificagio Primer ldentificacio Identificacdo

OPG10 Primer OPG1i8 Primer do cultivar
OPG10 OPG18

1 111111 0G, SC 111 Cr, Cp, OG oG
2 001110 D 101 D, S D

3 111111 0G, SC 110 SC, Tu sc
4 011111 Cr 111 Cr, Cp, OG Cr
5 101101 NI 110 SC, Tu NI
6 111110 S, Tu 110 SC, Tu Tu
7 100010 To 100 To To
8 000010 Cp 111 Cr, Cp, OG Cp
Y 111110 S, Tu 101 D, S S

10 101110 NI 100 To NI

Cultivares: Cr: Camarosa, Cp: Campinas, D: Dover, OG: Oso Grande, S:
Seascape, SC: Sweet Charlie, To: Toyonoka, Tu: Tudla. NI = Nio identificado

4.3.2. Marcadores SSR

Utilizando os primers MOR3 ¢ MORS foi possivel identificar todas as
amostras enviadas para anilise. Os padrdes moleculares previamente obtidos
com o primer MORS nos oito cultivares de morangueiro (Figura 13, Tabela 11),
quando comparados com as amostras desconhecidas (Figura 16, Tabela 12),
permitiram identificar as amostras 3, 4, 6 ¢ 8 como sendo os cultivares Sweet
Charliec, Camarosa, Tudla e Campinas, respectivamente. Esses cultivares

apresentaram padrSes moleculares diferenciados com o referido primer, ndo
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possibilitando diferenciar as amostras 1 e 9, nem as amostras 2 e 7. No entanto,
utilizando o primer MOR3 foi possivel identificar a amostra 1 como sendo o
cultivar Oso Grande, a 2 como Dover, a 7 como Toyonoka ¢ a 9 como Seascape.
Da mesma forma que pra os marcadores RAPD, as amostras 5 ¢ 10 ndo
apresentaram padrdes de amplificagio compardveis aos cultivares previamente

caracterizados.

10

FIGURA 16. Padroes de amplificagdo obtidos com os primers
MOR3 (azul) e MORS8 (verde) em 10 genoétipos
desconhecidos  de  morangueiro, gel de
poliacrilamida 5 % desnaturante. Laboratorio
Central de Biologia Molecular da Universidade
Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG, 2005.
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TABELA 11. Interpretagio do padrio molecular obtido com
primers SSR, por meio de 0 ¢ 1, entre os oito
cultivares de morangueiro. Cada coluna representa
um loco, sendo considerado 0 a auséncia de banda e
1 a presenga. Laboratorio Central de Biologia
Molecular da Universidade Federal de Lavras -
UFLA, Lavras - MG, 2005.

Cultivar MOR3 MORS
Camarosa 00110110 0011110
Campinas 00111110 0111000
Dover 11001010 0110111
Oso Grande 00110110 0111110
Seascape 00110011 0111110
Sweet Charlie 10010110 1010011
Toyonoka 00111011 0110111
Tudla 00110110 1011110
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TABELA 12. Interpretagdo do padrdo molecular obtido com primers SSR, por
meio de 0 ¢ 1. entre 10 genotipos desconhecidos de morangueiro.
Cada coluna representa um loco, sendo considerado 0 a auséncia
de banda ¢ 1 a presenga. Laboratério Central de Biologia
Molecular da Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras -

MG, 2005.
Amostra  Primer  lIdentificacio  Primer Identificacio Identificaciio
MOR3 Primer MORS Primer do cultivar
MOR3 MORS
1 00110110 Cr, OG, Tu 0111110 0G. S 0G
2 11001010 D 0110111 D, To D
3 10010110 SC 1010011 SC SC
4 00110110  Cr, OG, Tu 0011110 Cr Cr
5 00111110 Cp 1111111 NI NI
6 00110110 Cr, OG,Tu 1011110 Tu Tu
T 00111011 To 0110111 D, To To
8 00111110 Cp 0111000 Cp Cp
9 00110011 S 0111110 0G. S S
10 11110110 NI 1010111 NI NI

Cultivares: Cr: Camarosa. Cp: Campinas, D: Dover, OG: Oso Grande, S:
Seascape, SC: Sweet Charlie, To: Toyonoka, Tu: Tudla. NI = Nio identificado

Assim pode-se concluir que os marcadores SSR ¢ RAPD foram
coerentes na identificagio molecular dos oito cultivares de morangueiro
caracterizados neste trabalho. Além disso as amostras 5 ¢ 10 que apresentaram
padrdes de amplificagdo difereciado quando comparado com os oito cultivares
de morangueiro caracterizados com ambos os marcadores. Essas foram apenas
caracterizadas como nio sendo semelhantes aos oito cultivares avaliados nesse
estudo, sendo posteriormente informado pela Multiplanta Tecnologia Vegetal
Ltda (Andradas, MG) que tais amostras cram os cultivares Aleluia e

CampDover, respectivamente.
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5. CONCLUSOES

Os marcadores RAPD e SSR mostraram-se eficientes para detectar
polimorfismo entre os cultivares de morangueiro, podendo ser utilizados na
analise de diversidade genética ¢ na identificagfio dos cultivares comerciais.

A divergéncia genética detectada por meio de marcadores RAPD e SSR
é coerente com o local de origem dos cultivares de morangueiro avaliados no
presente estudo.

Para identificagio dos oito cultivares sio necessarios apenas dois
primers RAPD ou dois primers SSR, porém em fungio da maior confiabilidade
e da existéncia de marcadores SSR, esses sfo mais indicados para os processos
de identificacdo de cultivares de morangueiro.

Os marcadores SSR ¢ RAPD foram coerentes na identificagdo molecular

de oito cultivares desconhecidos de morangueiro.
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Tabela 1A Cont.
OPJI0 X - X X X X X X XXX XXX -« - XXXXXX -XXXXxXzxXx
OPWO§ X X X X X X X X X X XX - XXXXXXXXXXXXXxXXxXx

Tabela 2A. Possiveis primers SSR utilizados para diferenciar dois a dois, dos oito cultivares estudados. Laboratério
Central de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras - MG, 2005.

Primer/l 1 11 1 1 11 2 2 2 2 2 2 3 3 333 444 45556 6 7
CV x xx x X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

2 3 456 7 8 3 456 78456 7856 78 6 78 7T 8 8

MOR2 X - - XX - XXX - -X - -XX-XXX~-X-X-X-X
MOR3 X X - X XX - X XXXXXXXXXXXXX-XXXXXX
MOR4 X X - X X X - X XX XXXXXXXXXXX-XXX-XX
MOR6 X X X - X X X XX XXX XXX - -XXXXXXXX-XX
MOR7 X X X X X X - XXX XXXXXXXXXXXXXXXXXZX
MOR8 X X X X X X X X XXX XXXXX -X-XXXXXXXIXX
MORY X X X - - - XX - XXXXXXXX-XXXX--X-XX

Quadro para diferenciar cultivares dois a dois, individualmente, onde “X” indica que o primer diferencia os cultivarcs
e “~” ndo diferencia. Cultivares de morangueiro: 1) Camarosa, 2) Campinas, 3) Dover, 4) Oso Grande, 5) Seascape, 6)
Sweet Charlie, 7) Toyonoka, 8) Tudla (Milsei).





