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Apresentacao

Os programas de melhoramento genético de morangueiro, no
mundo, estimados em mais de 100, procuram de uma forma geral
reunir em um mesmo genoétipo o maximo possivel de caracteristicas
desejdveis, como por exemplo sabor, textura, aumento do periodo
de colheita e aumento do periodo de prateleira do fruto, além de
resisténcia da planta aos estresses bidticos e abidticos.

Para que os objetivos desses programas de melhoramento
sejam alcancados, sao utilizados todos os conhecimentos técnicos
e ferramentas de pesquisa disponiveis. Entre essas ferramentas é
crescente a utilizacdo dos marcadores moleculares.

Nas pesquisas com morangueiro os marcadores moleculares
tém sido empregados em estudos com distintos objetivos, como
aqueles visando a andlise da diversidade genética, a identificacdo
de cultivares, o mapeamento génico e a selecdo assistida por
marcadores moleculares.

Considerando-se esse cendrio, a Embrapa Clima Temperado
disponibiliza o presente documento com o objetivo de divulgar o
estado da arte do uso de marcadores moleculares na cultura do
morangueiro.

Clenio Nailto Pillon
Chefe-Geral
Embrapa Clima Temperado
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Marcadores Moleculares em
Morangueiro

Sandro Bonow
Ana Claudia Barneche de Oliveira

1. Introducao

O morangueiro pertence ao género Fragaria, familia
Rosaceae, sendo conhecidas 24 espécies, dessas, 12 sdao
diploides (2n=6x=42), 5 tetraploides (2n=4x=28), 1 hexaploide
(2n=6x=42), 2 octoploides (2n=8x=56), 1 decaploide e ha 3
espécies hibridas. A espécie Fragaria x ananassa, octoploide, € a
mundialmente cultivada, sendo origindria de um hibrido entre F.
Chiloensis e F. virginiana (NJUGUNA, 2010).

Os principais paises produtores de morango sdo Estados
Unidos, Turquia, Espanha, México, Coreia, Egito e Pol6nia
(FAOSTAT, 2011). No Brasil, a producdo atingiu, em 2008,
em torno de 105 mil toneladas, destacando-se como principais
produtores Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Parana
(AGRIANUAL, 2009).

No mundo, sdo estimados que existam mais de 100
programas de melhoramento genético de morangueiro, os quais
procuram, entre outras caracteristicas, cultivares superiores em
sabor e textura, que sejam resistentes aos principais estresses
bidticos e abidticos, que permitam o aumento do periodo de
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colheita, e que proporcionem maior periodo de prateleira pds-
colheita (FAEDI et al., 1999). Para que esses objetivos possam ser
alcancados, os programas de melhoramento genético tém utilizado
todo germoplasma e conhecimento disponiveis. Nesse contexto as
pesquisas com morangueiro tém sido beneficiadas pela utilizacdo
das ferramentas biotecnoldgicas, entre as quais destacam-se os
marcadores moleculares.

Principais classes de marcadores moleculares utilizadas em
morangueiro

Varias classes de marcadores moleculares tém sido utilizadas
em estudos envolvendo morangueiro. Entre elas destacamos RAPD
(Randon Amplified Polimorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) e
microssatélites (SSR — Simple Sequence Repeat).

Os marcadores RAPDs séo de rapida deteccdo e como grande
vantagem ndo exigem conhecimento prévio das sequéncias para a
sihtese dos primers (sequéncias flanqueadoras a regido alvo a ser
amplificada). Em morangueiro foram utilizados principalmente para
as anadlises envolvendo taxonomia e diversidade genética (GIDONI
et al., 1994; HANCOCK et al. 1994; LEVI; ROWLAND, 1997).
Nesses estudos, em sua maioria, esses marcadores mostraram-se
eficientes para a caracterizacdo das cultivares. Apesar disso, seu
uso, atualmente, € muito raro, pois apresentam como principal
desvantagem os baixos niveis de reprodutibilidade dentro e entre
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laboratdrios, o que causa dificuldade de comparacéo de resultados
gerados por diferentes laboratérios. Além disso, sdo marcadores
dominantes e ndo /ocus especifico, o que reduz a utilidade para a
caracterizacao e identificacdo de cultivares (GARCIA et al., 2002).

Outros marcadores utilizados com destaque sdo os
denominados AFLP. Esse tipo de marcador caracteriza-se por ser um
marcador dominante, exigir DNA com alta pureza e ser altamente
reprodutivel entre laboratérios (JONES et al., 1997), além disso,
ndo necessita de conhecimento prévio de sequéncias gendémicas
para a construcdo de primers. Potencialmente apresenta um
grande numero de bandas polimdrficas, sendo muito informativo.
O primeiro artigo publicado com AFLP em morangueiro foi realizado
por Deganietal. (2001), os quais compararam as relac6es genéticas
baseadas no pedigree, dados de RAPD e dados de AFLP de 19
gendtipos. Apds este, outros estudos foram realizados, como por
exemplo o conduzido por Tyrka et al. (2002). Segundo Njuguna
(2010), embora vdrios avancos tenham ocorrido na técnica de
AFLP nos ultimos anos, essa técnica tem sido menos utilizada do
que RAPD e microssatélites na identificacdo de cultivares e na
andlise de diversidade genética em germoplasma de morangueiro.

Atualmente, os microssatélites (SSR) tém sido amplamente
utilizados para estudos com morangueiro. Inicialmente os
microssatélites possuiam uma grande limitacdo, que era a
exigéncia da disponibilidade de primers, os quais necessitavam
ser desenvolvidos por meio da construcdo de bibliotecas
genémicas. Hoje, essa limitacdo foi superada com um grande
ndmero de primers para marcadores microssatélites disponiveis

11
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em morangueiro, o que ocorreu devido a construcdo de vdrias
bibliotecas genémicas (ASHLEY et al. 2003; CIPRIANI; TESTOLIN,
2004; HADONOU et al. 2004; LEWERS et al. 2005; MONFORT
et al. 2006; SARGENT et al. 2003). Outra fonte de sequéncias
de primers foi o desenvolvimento de estudos de transferabilidade
de marcadores a partir daqueles desenvolvidos em espécies ou
géneros relacionados. Como exemplo, citamos os relatos de Gasic
et al. (2009), Park et al. (2010) e Mneja et al. (2010). Além disso,
alguns relatos como o de Gil-Ariza et al. (2006) mostram o uso de
microssatélites em regides expressas (EST — Expressed Sequence
Tags), os denominados EST-SSR. No estudo os autores utilizaram
dez EST-SSR derivados de Fragaria x ananassa. Estes marcadores
mostraram altos niveis de polimorfismo dentro de cultivares de
morangueiro e entre espécies de Fragaria, indicando o potencial
para estudos genéticos ndo somente em morangueiro, mas
também em outras espécies dentro do género.

Outra classe de marcadores para os quais sdo encontrados
relatos em morangueiro sdo os ISSR, com trabalhos visando
a anadlise da diversidade genética (CARRASCO et al., 2007;
DEBNATH et al., 2008; MORALES, 2010).

Principais aplicacoes dos marcadores moleculares em

morangueiro

Em morangueiro os principais estudos com marcadores
moleculares concentram-se na andlise da diversidade genética, na
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identificacdo de cultivares, na construcdo de mapas genéticos e
na selecdo assistida por marcadores moleculares.

A) Diversidade genética

Uma das principais aplicacées dos marcadores moleculares
em morangueiro tem sido a andlise da diversidade genética. A
caracterizacao de germoplasma utilizando marcadores moleculares
tem proporcionado o aumento do conhecimento sobre populacées
naturais, principalmente de F. Chiloensis e F. virginiana,
considerados como parte do poo/ génico primdrio da cultura e
consequentemente importantes para uso facilitado em programas
de melhoramento genético. Carrasco et al. (2007) utilizaram
marcadores ISSR para acessar a diversidade genética de 216
acessos de F. chiloensis. Os resultados mostraram alta diversidade
genética no nivel de espécie. O mesmo tipo de marcador, ISSR,
foi utilizado por Debnath et al. (2008) para estimar a diversidade
genética de cultivares de morangueiro e linhas melhoradas em
programa de melhoramento no Canada.

Muitos desses estudos mostraram que, quando comparados
com germoplasma utilizado dentro dos programas de melhoramento
genético, acessos silvestres sdo uma potencial fonte de variabilidade
genética. Exemplo disso foi o estudo conduzido por Becerra et al.
2005, que analisaram, utilizando marcadores AFLP, a diversidade
genética de 61 gendtipos representando as regides geograficas e
as regibes climaticas nas quais o morangueiro foi encontrado no
Chile. Entre os acessos de F. Chiloensis foi observada uma alta
variabilidade, sendo esta largamente distribuida geograficamente,

13
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indicando uma importante fonte de variabilidade genética aos
melhoristas.

Nos ultimos anos varios trabalhos foram conduzidos visando
também a analise da diversidade genética em gendtipos cultivados.
Radmann et al. (2006), utilizando RAPD, avaliaram a diversidade
genética de dez cultivares de morangueiro plantadas no Brasil.
Foram analisados 26 primers que separaram as cultivares em
dois grupos baseados na similaridade genética. Um grupo com as
cultivares destinadas a industrializacdo e outro com as cultivares
destinadas ao mercado in natura.

Morales (2010) avaliou, por meio de marcadores moleculares
RAPD e marcadores ISSR, a divergéncia genética de 11 cultivares
de morangueiro cultivadas no Brasil. A andlise dos dados gerados a
partir da andlise de marcadores RAPD separou as cultivares em trés
grupos engquanto os marcadores ISSR separaram em dois grupos,
ndo existindo relacdo direta na comparacao entre os dois grupos.
Segundo os autores o agrupamento gerado pelo método ISSR foi
mais coerente com a origem e a genealogia das cultivares do que
aquele proposto pelo método RAPD, podendo ser considerado
mais eficiente no estudo da divergéncia genética do morangueiro.

Além dos trabalhos citados acima, existe uma série de outros
relatos de estudos visando a andlise da diversidade genética na
literatura mundial, entre os quais destacamos aqueles realizados
por Sjulin e Dale (1987), Harrison et al. (1997), Porebski e Catling
(1998) e Milella et al. (2006).

Com a evolucdo dos programas de melhoramento &
esperada a reducdo na diversidade genética, especialmente
dentro de uma cultura recentemente domesticada. Desta maneira
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é importante permanecer alerta, realizar o monitoramento da
diversidade do germoplasma dos programas de melhoramento e
ter o conhecimento da diversidade genética disponivel visando
assegurar a introducéo de novos alelos sempre que for considerado
necessario (WHITAKER, 2011).

B) Identificacdo de cultivares

Novas plantas sdo clonalmente propagadas para a producéao
de mudas. No processo de propagacao a manutencao daintegridade
genética é critica, pois produtores de mudas e produtores de frutos
compram determinada variedade com a expectativa de cultivar um
gendtipo com potenciais e limitacées conhecidas. Caracteristicas
como tempo para florescimento e colheita, qualidade do fruto e
suscetibilidade a doencas estdo entre as principais que levam o
produtor a escolha de uma determinada cultivar em detrimento de
outra.

As cultivares de morangueiro atualmente plantadas
apresentam uma estreita base genética, tendo aproximadamente
50 gendtipos como base (DALE; SJULIN, 1990). Esse fato
acarreta uma grande similaridade morfoldgica entre as cultivares,
principalmente durante a fase vegetativa, o que mesmo para os
olhos treinados de um melhorista pode causar dificuldade para
a diferenciacdo entre gendtipos. Além disso, os descritores
morfolégicos podem variar com diferentes condic6es ambientais
e praticas culturais. Segundo Brunings et al. (2010), em 2007,
foi relatado no Sudeste dos Estados Unidos um erro que levou
a entrega de plantas identificadas incorretamente, acarretando

15
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substanciais perdas para o produtor. Assim, é muito importante
a disponibilidade de um método eficiente de identificacdo de
cultivares de morangueiro. Nesse contexto, a identificacdo de
cultivares por meio de marcadores moleculares tem sido eficiente.

Vadrias classes de marcadores, RAPD, AFLP, ISSR e
microssatélites, foram utilizadas na identificacdo de cultivares.
Congiu et al. (2000) utilizaram marcadores RAPD para a
identificacdo de cultivares de morangueiro, sendo que as evidéncias
obtidas foram aceitas em um processo judicial envolvendo a
utilizacdo de uma variedade patenteada de forma indevida. Ainda
com RAPD ressaltamos os relatos de Gidoni et al. (1994) e Kuras
et al. (2004). Utilizando ISSR destacamos o trabalho realizado por
Arnau et al. (2002) e com AFLP por Tyrka et al. (2002).

Apesar dos casos relatados acima confirmando a utilidade de
varias classes de marcadores, a abundéancia de primers disponiveis,
a variabilidade alélica e o cardter codominante tém tornado os
microssatélites os marcadores preferenciais para estudos de
identificacdo de cultivares.

Assim, com o grande numero de marcadores moleculares
disponiveis para uso em morangueiro, segundo Whitaker (2011),
0 proximo passo seria naturalmente a identificacdo de um
pequeno grupo de marcadores que sejam altamente reprodutiveis
entre laboratdrios. Govan et al. 2008 encontraram dez primers
flanqueadores a regi6ées microssatélites altamente polimdrficas.
Esses marcadores foram utilizados na caracterizacdo de 60
gendtipos de morangueiro e foram capazes de distinguir todos os
gendtipos analisados, incluindo cultivares oriundas dos mesmos
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parentais. Os autores ainda relatam que os referidos primers
foram combinados em trés reacGes multiplex e representam
uma alternativa de identificacdo de cultivares que pode ser
utilizada, assim como os resultados podem ser comparados entre
laboratdrios.

O mesmo grupo de primers recomendados por Govan et al.
(2008) foi estudado por Brunings et al. (2010). Esses autores
empregaram nove primersmicrossatélites para a caracterizacdo
de importantes cultivares plantadas na Fldrida, Estados Unidos,
além de selecbes avancadas do programa de melhoramento de
morangueiro da Universidade da Fldrida, e assim determinar a
utilidade desse grupo de primers em uma populacdo distinta da
inicialmente utilizada. Foi possivel a identificacdo/individualizacdo
de todas as cultivares estudadas. Esse resultado mostra a
potencialidade da utilizacdo dos marcadores moleculares,
particularmente os microssatélites, na identificacdao de cultivares
de morangueiro.

Também com foco nesse cendrio, a Universidade da
Califérnia desenvolveu, em 2007, o que denominou de “Novo
sistema para identificacdo de cultivares de morangueiro”
desenvolvido pela FPS, Foundation Plant Services (DANGL et
al., 2008). Esse sistema é baseado na analise de um grupo pré-
definido de microssatélites. Os autores inicialmente testaram
um grupo de 16 primers flanqueadores de microssatélites
previamente publicados, e concluiram que todos os primers
testados amplificaram fragmentos com consisténcia, produzindo
picos de tamanhos varidveis em 45 cultivares e selecbes

17



18 Marcadores Moleculares em Morangueiro

estudadas. Destaca-se que um unico primer encontrou 29 perfis
Unicos nos 45 gendtipos testados. Todas as cultivares puderam
ser individualizadas facilmente com o uso de outros trés primers.
O sistema proposto analisou os fragmentos como marcadores
dominantes. Devido a alta especificidade dos marcadores, este
sistema € apurado e reprodutivel entre laboratdrios. Um eficiente
sistema para identificacdo rotineira de cultivares de morangueiro
necessita de um protocolo uniforme que produza consistentes
picos, com padrées que sejam altamente varidveis dentro da
populacdo a ser testada. E interessante considerar o aspecto do
nivel de ploidia do morangueiro, octoploide, o que por vezes pode
dificultar a interpretacdo dos dados obtidos.

Atualmente, o FPS possui um banco de dados com padrées
moleculares (fingerprinting) de mais de 40 cultivares, sendo
essa ferramenta usada rotineiramente como medida de controle
de qualidade (IMPACT...). Esse servico de identificacdo de
cultivares de morangueiro é oferecido pelo FPS para produtores,
melhoristas, industria e outros interessados. Apesar de esse teste
ser poderoso para essa finalidade, apresenta algumas limitacées.
A identificacdo da variedade ndo pode ser realizada se o padrao
molecular encontrado na amostra ndo for compativel com o banco
de dados disponivel. A tecnologia ndo identifica variantes dentro
de uma cultivar, principalmente oriundos de variacdo somaclonal.

Ressalta-se que os microssatélites sdo especialmente Uteis
na analise de cultivares de morangueiro devido a espécie possuir
um genoma octoploide (ASHLEY et al.; 2003).
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Q) Mapas genéticos/sequenciamento

Em morangueiro o primeiro mapa genético foi construido com
diploides, utilizando-se uma populacéo F, oriunda de um cruzamento
entre acessos de F. vesca, sendo empregados marcadores RAPD
(DAVIS; YU, 1997). Para octoploides, utilizando-se germoplasma
cultivado, o primeiro mapa genético foi construido por meio de
marcadores AFLP (LERCETEAU-KPHLER et al., 2003). Apds, em
2004, foi construido um mapa com auxilio utilizando marcadores
microssatélites. Nesse Uultimo, foram mapeados inicialmente 68
microssatélites e6 marcadores de genes especificos em uma
populacdo de 94 seedlings obtidos a partir de um cruzamento
interespecifico entre diploides F. vesca x F. bucharica L. (FV x FB).
Esse é, atualmente, o mapa de referéncia em morangueiro. Novos
microssatélites, desenvolvidos em estudos recentes (BASSIL et
al. 2006; LEWERS et al. 2005; MONFORT et al. 2006), foram
agregados a esse mapa de referéncia proposto por Sargent et al.
(2004), aumentando a sua densidade de marcadores. O mapa de
referéncia (FV x FB) tem sido utilizado em vdrios estudos como
os de Nier et al. (2006) e Sargent et al. (2009). Atualmente o
mapa possui 296 marcadores, sendo 270 microssatélites e 22
marcadores gene-especifico (WHITAKER, 2011). Esse mapa €
uma importante fonte de informacao para varios estudos utilizando
marcadores moleculares.

Quanto ao sequenciamento do genoma do morangueiro,
o mesmo foi publicado em 2010 (SHULAEV et al., 2010). Foi
sequenciado o genoma dipléide de F. vesca e foram identificados
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preliminarmente 34.809 genes. As informacdes oriundas do
sequenciamento encontram-se disponiveis em http://www.
strawberrygenome.org/.

D) Selecdo assistida por marcadores moleculares

Vadrios estudos tém sido conduzidos visando a identificacao
de marcadores moleculares ligados a caracteristicas de interesse
em morangueiro. Dentro desses estudos, grande atencao tem sido
concentrada na busca de marcadores associados a resisténcia a
doencas. Exemplo disso sdo os estudos conduzidos por Haymes
et al. (1997), Haymes et al. (2000) e Van de Weg (1997), os
quais encontraram marcadores moleculares associados a regides
genémicas envolvidas com a resisténcia a Phytophtora fragariae.
Na mesma linha, outros estudos (DENOYES-ROTHAN et al.,2005;
LERCETEAU-KOHLER et al.,2005) identificaram marcadores
associados a resisténcia a Colletotrichum acutatum, causador da
antracnose.

Sensibilidade ao fotoperiodo foi outra caracteristica de
interesse estudada e para a qual foram identificados marcadores
associados. Estudos com esse objetivo foram conduzidos por
Albani et al. (2004), Shaw e Famula (2005), Sugimoto et al.
(2005) e Weebadde et al. (2008). Além dessa caracteriStica a
esterilidade floral, da parte masculina ou feminina, foi estudada,
sendo relatada por dois trabalhos, Spigler et al. (2008) e Spigler
et al. (2010). Além dessas caracteristicas, foram estudados
marcadores relacionados a cor do fruto (Deng; Davis, 2001).
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Ressalta-se que a maioria dos estudos envolvendo a busca de
marcadores associados a caracteristicas de interesse foi realizada
em diploides, principalmente F. vesca.

Quantoaousodaselecaoassistidapormarcadoresmoleculares
em programas de melhoramento genético de morangueiro, essa
tem sido pouco observada e, as observadas tém se concentrado
no setor privado, onde marcadores estdo sendo utilizados
principalmente para auxilio na selecdo de gendtipos resistentes a
doencas. Um dos motivos da pouca utilizacdo tem sido a falta de
marcadores proximamente ligados as caracteristicas de interesse
e que sejam de fdcil obtencdo. Essa constatacdo foi obtida por
estudos conduzidos por Byrne (2007) e Bassil e Lewers (2009)
quando, por meio de questionario respondido por melhoristas da
drea avaliaram o cendrio mundial. Além disso, foi concluido que as
caracteristicas de maior interesse para o uso de selecdo assistida
como ferramenta auxiliar sdo a resisténcia a doencas e a qualidade
do fruto.

Uma iniciativa visando a obtencdo de marcadores
moleculares para uso em selecdo assistida, inicialmente para a
qualidade do fruto, € o projeto denominado Rosbreed (www.
rosbreed.org) conduzido de forma colaborativa por melhoristas
de vdrias universidades americanas, juntamente com parceiros
internacionais. Nesse projeto os principais gendtipos de interesse
dos programas de melhoramento das instituic6es envolvidas estdo
sendo fenotipados em muiltiplos locais. Simultaneamente estdo
sendo gerados marcadores SNPs visando a procura de associacdo

marcador-caracteristica.
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Consideracodes finais

O principal uso dos marcadores moleculares em morangueiro,
atualmente, concentra-se na andlise da diversidade genética, no
mapeamento genético e na identificacdo de cultivares. Dentro
dessas, segundo Whitaker (2011), a identificacdo de cultivares é
0 mais importante uso, principalmente em questées envolvendo a
protecdo de cultivares e a confirmacao da identidade genética de
gendtipos oriundos de ciclos de multiplicacdo assexuada.
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