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Resumo

O melhoramento genético do morangueiro busca, atualmente, cultivares mais adaptadas as condi-
¢oes locais e melhor qualidade de fruta. No entanto, ndo existem muitas informagdes sobre a variabilidade
genética do germoplasma disponivel, o que pode ser um fator limitante no desenvolvimento de novas cul-
tivares. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a variabilidade genética de 16 acessos do Banco Ativo de
Germoplasma de morangueiro da Embrapa Clima Temperado, através de 11 marcadores microssatélites.
Foi encontrado um total de 102 alelos polimdrficos, com média de 9,2 alelos por loco. A analise de agru-
pamento UPGMA mostrou consideravel variabilidade genética entre as cultivares, e uma similaridade alta
entre duas cultivares desenvolvidas pela Embrapa Clima Temperado.

Introducao

O morangueiro pertence ao género Fragaria, familia Rosaceae, sendo reconhecidas 24 espécies
de morangueiro. A espécie Fragaria x ananassa, octoploide, ¢ a mundialmente cultivada, sendo origina-
ria de um hibrido entre F. chiloensis e F. virginiana (Njuguna, 2010). Os programas de melhoramento de
morangueiro no Brasil buscam o desenvolvimento de cultivares adaptadas as condi¢des edafoclimaticas,
frutos grandes, adocicados, firmes, com boa conservagao pds-colheita e com periodo de colheita estendido
(Oliveira; Bonow, 2012). No entanto, a maioria das cultivares atuais originou-se de poucos ancestrais e
o melhoramento genético tem estreitado ainda mais a base genética do morango cultivado (Brunings et
al., 2010). Além disso, sdo poucas as informagOes sobre a diversidade do germoplasma disponivel em
programas de melhoramento. Deste modo, o sucesso no desenvolvimento de novas combinagdes de
caracteres em futuras cultivares de morangueiro pode ser limitada pela falta de informagdes e pela baixa
variabilidade genética (Conti et al., 2002).

Atualmente, os marcadores microssatélites, ou SSR, do inglés single sequence repeats, estao dis-
poniveis em grande quantidade para o morangueiro, principalmente devido a construcdo de bibliotecas
genOmicas e de microssatélites em regides expressas do genoma (EST, do inglés expressed sequence tags),
os EST-SSR. Estes marcadores mostraram altos indices de polimorfismo dentro de cultivares de moran-
gueiro e entre espécies de Fragaria e podem, portanto, ser utilizados para a caracterizagdo da diversidade,
identificacdo de cultivares, melhoramento assistido por selegdo, entre outros (Govan et al., 2008; Honjo et
al., 2011; Schulze et al., 2012). Deste modo, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a variabilidade gené-
tica de 16 acessos de morangueiro (F. x ananassa sp.) do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Clima
Temperado através de 11 locos microssatélites.

Material e Métodos

O DNA foi extraido de folhas jovens de 16 acessos de morangueiro do Banco Ativo de Germo-
plasma da Embrapa Clima Temperado (Tabela 1), através do método de Ferreira e Grattapaglia (1996). A
concentracdo e a qualidade do DNA foram confirmadas em gel de agarose 1%, corado com gel red e visuali-
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zado em luz UV. Um conjunto de 11 primers de microssatélites (Tabela 2) selecionados previamente foram
amplificados nos 16 acessos. As condi¢des do PCR foram as seguintes: 5,0uL de GoTaq Green Master Mix
(Promega, Madison, WI, USA), 1uM de primer reverse, 1 uM de primer florescente universal marcado com
M13, 1uM de primer forward marcado com cauda M13 (Schuelke, 2000) e 20ng de DNA em um volume
final de 10puL.

O ciclo utilizado foi: uma etapa de desnaturacao a 94°C por 1 min, 35 ciclos de 94° C por 45 seg;
temperatura de anelamento de acordo com o primer (Tabela 2), por 45 seg; e extensdo a 72° C por 2 min,
seguidos de uma extensao final de 72°C por 2 min. Os PCRs foram realizados um termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Os produtos de PCR foram corridos em
sequenciador automatico LI-COR 4300 (Li-Cor Biosciences, Lincoln,NE, USA).

Tabela 1 Cultivares de morangueiro (F. x ananassa sp.) usadas no estudo de variabilidade genética do Ban-
co Ativo de Germoplasma (BAG) de morangueiro da Embrapa Clima Temperado.

Codigo BAG Nome Origem

MORI1 Albion Univ. Califérnia/USA
MOR2 Aromas Univ. Califérnia/USA
MOR4 Camarosa Univ. California/USA
MORS5 Camino Real Univ. Califérnia/USA
MORG6 Campidover Desconhecida

MOR13 Sabrosa Planasa/Espanha

MOR14 Santa Clara Embrapa Clima Temperado
MORI15 Sweet Charlie Univ. Florida/USA
MOR16 Toyonoka Japao

MOR17 Ventana Univ. Califérnia/USA
MORI18 Vila Nova Embrapa Clima Temperado
MOR 21 Nova Milano/Farroupilha Nova Milano/Farroupilha
MOR 27 Serrana Antonio Pasa

MOR 28 Portola Univ. California/USA
MOR 29 Monterey Univ. Califérnia/USA
MOR 31 Palomar Univ. Califérnia/USA

Os produtos de PCR foram designados como “1” para presenca ¢ “0” para auséncia de bandas.
Somente bandas que apresentaram constancia e nitidez foram analisadas, e com base nos dados obtidos,
foi construida uma matriz binaria. A similaridade entre os individuos foi estimada segundo o coeficiente de
Jaccard (Bonin et al., 2007) através da formula Sij= a/(atb+c). Com base nos coeficientes de similaridade,
foi construido um dendrograma, adotando como critério de agrupamento o método UPGMA (unweighted
pair-group method of arithmetic averages) (Dias, 1998). Foi estimado o coeficiente de correlagdo cofené-
tica entre a matriz de similaridade ¢ o dendrograma obtido. Estas analises foram realizadas com o auxilio
do programa NTSY Spc versao 2.01 (Rohlf, 2001). Em espécies poliploides, a frequéncia alélica ndo pode
ser calculada diretamente, mesmo com marcadores codominantes como microssatélites. Deste modo, foi
calculado o niimero de alelos por loco (N)) € o nimero total de alelos (N, ) para cada primer (Tabela 2).

Tabela 2 Primers de microssatélites, temperatura de anelamento (Ta) em °C, nimero de alelos por indivi-
duo (N), e nimero total de alelos (N, ) avaliados em 16 acessos do Banco Ativo de Germoplasma
(BAG) de morangueiro da Embrapa Clima Temperado.

Primers Ta N. N Primers Ta N. N

i A i A

ENFnll11 57 2-4 8 ARSFL9 55 2-4 8
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EMFn121 55 2-4 8 ARSFL11 60 3-6 8
EMFn170 55 4-7 13 ARSFL15 55 2-4 11
EMFvil36 55 3-7 14 ARSFL17 55 1-2 7
EMFvil66 55 2-4 5 CHFAMO023 60 2-6 12
EMFv104 58 2-8 12

Total 102
M¢dia 9,3

Resultados e Discussio

Um conjunto de 16 acessos de morangueiro foram genotipados com 11 pares de primers de mi-
crossatélites polimorficos permitindo a identificacdo de um total de 102 alelos, com média de 9,3 alelos
por loco (Tabela 2). O primer ARSFL17 identificou um ou dois alelos por loco, enquanto que os outros dez
primers identificaram dois a oito alelos por loco, como previamente reportado por Gil-Ariza et al.(2006).
Estes resultados sao consistentes com a amplificagdo em locos tnicos (uma ou duas bandas) ou duplicadas/
homologos (mais de duas bandas) no genoma octoploide de F. x ananassa (Gil-Ariza et al., 2009) "type” :
“article-journal”, “volume” : “134” }, “uris” : [ “http.//www.mendeley.com/documents/?uuid=84473d-
19-84e1-47d8-b29b-cf03c5d8ff74” ] } ], “mendeley” : { “manualFormatting” : “(Gil-Ariza et al., 2009.

O agrupamento grafico feito pelo UPGMA separou os acessos de morango em diversos pequenos
grupos (Figura 1) e mostrou consideravel variabilidade entre as cultivares. No entanto, duas cultivares
desenvolvidas na Embrapa Clima Temperado (Santa Clara e Vila Nova) possuem uma similaridade alta,
proxima de 95%.

Este trabalho mostra que ¢ possivel utilizar marcadores moleculares do tipo microssatélites para
avaliar a variabilidade genética presente no Banco Ativo de Germoplasma de morangueiro da Embrapa
Clima Temperado. Portanto, em estudos futuros serdo incluidos mais acessos nas andlises, e pretende-se,
ainda, estabelecer um conjunto de marcadores que possa discriminar e identificar as variedades deste BAG,
da mesma maneira que foi feito para cultivares em diversos programas de melhoramento (Govan et al.,
2008; Honjo et al., 2011).
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Figura 1 - Dendrograma gerado a partir dos dados de presenca e auséncia pelo método UPGMA. Simila-
ridade média de 49%. Resultados gerados a partir de 11 locos de SSR. Coeficiente de correlacio
cofenética: de 0,93.
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