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RESUMO

Jessica Vanessa Wosniak Corréa. DIVERSIDADE GENETICA DE CULTIVARES
COMERCIAIS, CRIOULAS E HIBRIDOS DE MORANGUEIRO.

O cultivo do morangueiro vem ganhando importancia na producdo agricola brasileira.
Entretanto, ainda ha entraves que limitam a maior producdo da hortalica no pais. As mudas
que sdo comumente utilizadas pelos agricultores tém pouca adaptabilidade as condicOes
edafoclimaticas do pais, o que influencia diretamente no desenvolvimento da cultura. Diante
disso, os programas de melhoramento genético tém desenvolvido gendtipos nacionais de
maior adaptabilidade para as mais diversas regides do pais. A maioria destes materiais
desenvolvidos no pais ainda nao foram caracterizados geneticamente. Diante disso, 0 objetivo
deste trabalho foi a caracterizacdo molecular de 64 gendtipos de morangueiro (cultivares
comerciais, cultivares crioulas, hibridos simples, hibridos triplos de dia curto - HDC e
hibridos triplos de fotoperiodo neutro HFN) mantidos e/ou desenvolvidos pelo Programa de
Melhoramento de Morangueiro da UNICENTRO (PMMU) e mostrar a relacdo genética entre
0s mesmo. Para as analises moleculares, 0o DNA de cada genoétipo foi avaliado utilizando 10
primers ISSR (Inter-simple sequence repeat). Os primers ISSR amplificaram 147 bandas as
quais foram utilizadas nas analises. A porcentagem de polimorfismo (100%) e os indices de
diversidade de Nei (h = 0,34) e de Shannon (I = 0,51) evidenciaram alta variabilidade e
diversidade, respectivamente, nos genotipos avaliados. As cultivares comerciais obtiveram o
maior indice de diversidade (h = 0,30, | = 0,46), seguido dos HFNs (h=0,27, 1=0,41). O
dendrograma, obtido por meio do método UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using
Arithmetic Averages, dividiu os gendtipos em trés grupos (Cultivares comerciais, crioulas e
hibridos simples; HDC; HFN) evidenciando estruturacdo nos grupos de cultivares. Esta
estruturacdo foi confirmada pela andlise de coordenadas principais (PCoA) e analise
Bayesiana. Na PCoA foi possivel agrupar os individuos em trés grupos e na analise Bayesiana
a diversidade presente mostrou-se melhor explicada quando do agrupamento dos genotipos
em dois grupos genéticos (K = 2). A analise conjunta dos dados evidencia alta variabilidade,
diversidade e estruturacdo genética dos gendtipo avaliados e indicam eficacia do PMMU no
desenvolvimento de genotipos com caracteristicas genéticas diferenciadas em relagdo as

cultivares disponiveis no mercado.

Palavras-Chave: ISSR, Marcadores moleculares, Melhoramento, Morango.



ABSTRACT

Jessica Vanessa Wosniak Corréa. GENETIC DIVERSITY OF COMMERCIAL
CULTIVARS, CREOLA CULTIVARS AND STRAWBERRY HYBRID

The strawberry has been increasing its importance in Brazilian agricultural production.
However, there are still entries that delimit the largest fruit production in the country. As the
seedlings that are commonly used by farmers have little adaptability to the photoperiod and
temperature of the country, which directly influences the crop development. Given this, the
breeding programs develop national genotypes of greater adaptability for the most diverse
regions of the country. Most of these materials produced in the country have not yet been
genetically characterized. Therefore, the objective of this work was the molecular
characterization of 64 strawberry genotypes (commercial cultivars, creole cultivars, single
hybrids, short day triple hybrids - HDC and triple neutral day hybrids - HFN) maintained and
/ or developed by the Strawberry Breeding Program from UNICENTRO (PMMU). For
molecular analysis, DNA from each genotype was amplified using nine ISSR (Inter-simple
sequence repeat) primers. ISSR primers amplified 147 bands as which were used in the
analyzes. A percentage of polymorphism (100%) and diversity indexes of Nei (h = 0.32) and
Shannon (I = 0.48) show high variability and diversity, respectively, in the genotypes. As
commercial cultivars, they shown the highest diversity index (h = 0.30, |1 = 0.47), followed by
HFNs (h = 0.29, | = 0.44). The dendrograma divided the genotypes into three groups
(commercial cultivars and creole cultivars and simple hybrids; HDC; HFN) shows the
structuring in the genotypes. This structure was confirmed by the principal coordinate
analysis (PCoA) and Bayesian analysis. In PCoA it was possible to group the genotypes into
three groups and to analyze Bayesian the present diversity was better explained by grouping
the genotypes in two genetic groups (K = 2). A joint analysis of the data shows high
variability, diversity and genetic structure of the strawberry genotypes from PMMU and in the
development of hybrid lines with different genetic characteristics compared to commercially

available cultivars.

Keywords: ISSR, Molecular markers, Breeding, Strawberry



1. INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) atualmente cultivado ¢ um hibrido
das espécies Fragaria chiloensis (L.) Mill com Fragaria virginiana Duch. Apreciado por
seu gosto e aroma 0 morango se destaca no mercado para consumo in natura, como
geleias, sucos ou em iogurtes. Em funcdo desta excelente aceitagédo, este pseudofruto
conquistou um espaco importante no setor agricola no mundo, especificamente, no setor de
horticultura.

Pertencente a familia Rosaceae, 0 morangueiro origina um pseudofruto suculento
por meio de uma flor com vérios ovarios. Cada ovario forma um fruto verdadeiro,
formando assim, varios pontos pequenos conhecidos como aquénios (ANTUNES, 2011).
Apesar das flores monociclinas, em geral, serem auto polinizadas, necessitam das abelhas
na area de produgéo para polinizacio (ZAWADNEAK; SCHUBER; MOGOR, 2016). O
morangueiro € considerado planta perene, tem caule rizoma estolhoso, cilindrico que se
ramifica e emite as folhas trifoliadas, formando as coroas (PALHA et al., 2005).

O morangueiro passou por inumeras modificacdes genéticas pelo melhoramento,
até chegar nas cultivares que atualmente sdo comercializadas. No principio, na Europa, a
principal finalidade do morangueiro era ornamental sendo cultivada no jardim de Louvre
na Franca (ZAWADNEAK; SCHUBER; MOGOR, 2019). No decorrer do tempo, 0s
botanicos e médicos da época encontraram no morango algumas caracteristicas medicinais
impulsionando o cultivo dessa hortalica. Com o consumo em alta, primeiramente a
Inglaterra investiu em melhoramento genético, seguida de Franca, Alemanha e Estados
Unidos (ZAWADNEAK; SCHUBER; MOGOR, 2019).

A producdo mundial do morangueiro estd em torno de nove milhdes de toneladas
(t) e tem a China como maior produtora do mundo (quatro milhdes t), seguido dos EUA
(1,5 milhdes t) e México (660 mil t) (FAO, 2017). A éarea cultivada de morango no Brasil é
de aproximadamente 4300 ha, chegando a uma producdo de 155 mil toneladas, com
producdo média de 36, 1 toneladas/ha (FAGHERAZZI, 2017). Apesar de nos altimos 12
anos, a area cultivada ter aumentado em 50%, a baixa produtividade no pais, se comparada
aos grandes produtores mundiais, se deve a escassez de programas de melhoramento para o
desenvolvimento de cultivares adaptadas as condic¢des edafoclimaticas do Brasil. O uso na
maioria da vezes, de cultivares importadas com baixa adaptabilidade as condicgdes
edafoclimaticas do pais tem mantido a baixa produtividade do morangueiro no Brasil
(FAGHERAZZI, 2017).



Um programa de melhoramento genético de morangueiro atua no desenvolvimento
de novas cultivares que atendam a demanda de produtores e de mercado, podendo
aumentar a produtividade e a importancia da cultura no pais (ZEIST; RESENDE, 2019).
Atualmente as cultivares utilizadas pelos produtores brasileiros provém de programas de
melhoramento genético americano, evidenciando a necessidade do desenvolvimento de
gendtipos nacionais para diminuicdo dos custos de producdo e maior produtividade
(ZEIST; RESENDE, 2019). Neste sentido, no Brasil o principal objetivo dos programas de
melhoramento é o desenvolvimento de cultivares que tenham adaptabilidade as condigdes
edafoclimaticas do pais e resisténcia a pragas e doencas (ZEIST; RESENDE, 2019).

O conhecimento da variabilidade genética existente em um banco de germoplasma
¢ de grande importancia para o melhorista planejar cruzamentos. Neste sentido, 0s
programas de melhoramento contam com ferramentas biotecnoldgicas, como 0s
marcadores moleculares, que podem auxiliar na caracterizagdo genética dos genotipos
disponiveis (BONOW; OLIVEIRA, 2016). A grande vantagem dos marcadores
moleculares baseados na andlise do DNA ¢ a capacidade de analisar o germoplasma de
interesse sem interferéncia do ambiente (FALEIRO, 2007). Atualmente, existem varios
marca dores moleculares que tem sido utilizados para o estudo da variacdo genética do
morangueiro, e dentre estes os Inter-simple sequence repeat (ISSR) merecem destaque pela
alta confiabilidade, polimorfismo e simplicidade na execucdo (BONOW; OLIVEIRA,
2016).

O Programa de Melhoramento de Morangueiro da UNICENTRO (PMMU)
desenvolveu uma série de hibridos simples e triplos, oriundos de diferentes cruzamentos,
que ainda nao foram caracterizados quanto a sua diversidade e relacdo genética com
cultivares comerciais e crioulas. Neste sentido o uso de marcadores moleculares ISSR
torna-se uma ferramenta importante para responder perguntas como: 1. Existe variabilidade
e diversidade genética no germoplasma de morangueiro do PMMU? 2. Os hibridos triplos
desenvolvidos pelo PMMU sdo geneticamente distintos das cultivares disponiveis
atualmente no mercado? 3. Os hibridos triplos de dia curto desenvolvidos pelo PMMU sao
geneticamente distintos dos hibridos triplos de fotoperiodo neutro também desenvolvidos
por este programa? Neste sentido, este trabalho procurou responder estas perguntas para

auxiliar na obtengéo de novas cultivares brasileiras de morangueiro.



2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

Avaliar a relacdo genética de cultivares comerciais, genétipos crioulos e de hibridos

de morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.).

2.2 Especificos

- Estimar a relacdo genética, por meio da variabilidade e diversidade genética, de
64 genotipos de morangueiro do programa de melhoramento da UNICENTRO;

- Estabelecer a divergéncia genética de dois grupos de hibridos triplos de
morangueiro, desenvolvidos pelo Programa de Melhoramento da UNICENTRO, com
cultivares comerciais e crioulas e hibridos simples;

- Avaliar a estrutura genética de cultivares comerciais, crioulas e hibridos de

morangueiro mantidas no PMMU.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Cultura do morangueiro
3.1.1 Origem e domesticacdo do morangueiro

A origem do morangueiro é incerta, pois ndo ha relato da espécie em escrituras
antigas sobre espécies vegetais como as de Teofrasto, Hipdcrates, Dioscorides e Galeno
(DUCHESNE, 1766). Porém, alguns materiais arqueoldgicos evidenciam que 0s morangos
estdo sendo consumidos desde a idade da pedra (VERGAUWEN; SMET, 2019). Os
primeiros relatos da cultura apareceram em 1300 na Europa. Nessa época, 0 morango era
conhecido como fraise de boi, sua inflorescéncia era tdo admirada que foi considerada
inicialmente ornamental. Assim, em 1368 o rei Carlos V comecou o cultivo do
morangueiro no jardim de Louvre, em Paris, que continham mais de 1200 plantas
(DARROW et al., 1966). O consumo do fruto comegou quando perceberam que eram
saborosos, isso agradou paladares europeus e ingleses. Com isso, em 1500, a cultura se
expandiu e isso atraiu interesse de botanicos e médicos que descobriram que 0 morango
possuia caracteristicas medicinais, fazendo aumentar a demanda pelo produto,
impulsionando assim o cultivo da espécie na Inglaterra (DARROW et al.,1966).

A etapa mais importante da histéria do morango cultivado atualmente, ocorreu no
século XVII, quando a espécie de morangueiro Fragaria virginiana, foi inserida na
Europa. No mesmo periodo, o clone de Fragaria chiloensis foi desenvolvido por
produtores rurais, que descobriram que a espécie apresentava inimeras variagdes que, mais
tarde, seriam importantes para o desenvolvimento de novas cultivares. Posteriormente a
esse periodo, essas espécies foram cruzadas e originaram, por meio do melhoramento
casual, o hibrido Fragaria x ananassa. Este hibrido tinha uma caracteristica marcante que
era o cheiro e aroma de abacaxi (ananassa), por isso foi denominado de morango ananas.
A partir desse periodo, o melhoramento genético realizado pelos ingleses, deu origem as
primeiras cultivares na Europa. Com o sucesso comercial da espécie na Europa, paises
como a Franca e Estados Unidos iniciaram o0s primeiros programas de melhoramento
genético do morangueiro o que permitiu a cultivo da espécie em diversas regides do mundo
(ZAWADNEAK; SCHUBER; MOGOR, 2016).



3.3 Importéancia econémica

O morangueiro é consumido pelo homem desde a antiguidade, e atualmente é
consumido in natura, e também como processados. Em sua composi¢do estdo descritos
mais de 360 produtosfitoquimicos volateis como furanonas, ésteres, terpendides,
compostos de enxofre e benzenoides e também antocianinas que sdo benéficos para a
salude humana (VERGAUWEN; SMET, 2019).

A producdo de frutos no mundo € bastante diversificada devido ao melhoramento
genético, que permitiu o cultivo de algumas espécies em vérias regiées do mundo. Sendo
que, 0 morangueiro é cultivado em 76 paises com producdo mundial de nove milhdes de
toneladas. A China detém o titulo de maior produtor com producdo de aproximadamente
quatro milhdes de toneladas, seguida dos EUA com cerca de 1,5 milhdes de toneladas e
Meéxico com 660 mil toneladas (FAO, 2017).

No Brasil, a expansdo do cultivo do morangueiro, comegou em 1960 quando foi
desenvolvida a cultivar Campinas. Os primeiros cultivos foram realizados em hortas
caseiras, sua maior relevancia foi a producdo comercial no estado de Sdo Paulo. Logo
apos, alguns estados como Minas Gerais, Rio Grande do Sul, S&o Paulo, Espirito Santo,
Parang, Santa Catarina, Distrito Federal e Rio de Janeiro, passaram a produzir e
comercializar o fruto (ANTUNES, 2016).

A éarea cultivada de morango no Brasil é de aproximadamente 4300 ha, chegando a
uma producdo de 155 mil toneladas, gerando uma producdo média de 36, 1 toneladas/ha
(FAGHERAZZI, 2017). A baixa produtividade do pais, se comparada aos grandes
produtores mundiais, se deve & escassez de programas de melhoramento ativos para o
desenvolvimento novas cultivares nacionais. Ainda assim, nos Ultimos 12 anos, a area
cultivada do pseudofruto aumentou em torno de 50% (FAGHERAZZI, 2017).

Os maiores produtores de morango no Brasil sdo Minas Gerais, Rio Grande do Sul,
Séo Paulo, Parana e Distrito Federal (FACHINELLO et al., 2011). No Estado de Minas
Gerais, as cidades mais produtivas sdo Pouso Alegre, Estiva e Cambui, com area total
plantada de 1500 ha. No estado de S&o Paulo, a producdo fica concentrada nos municipios
de Piedade, Campinas, Jundiai e Atibaia e alguns municipios proximos que, juntos
cultivam aproximadamente 800 ha de morango. No Rio Grande do Sul a principal regido
produtora de morango é o Vale do Rio Cali, seguido de Caxias do Sul e Farroupilha
(ANTUNES; REISSER JUNIOR, 2007).



No Parand, em 1999, a produtividade do estado chegou a 22,5 mil kg ha?, se
compara com a producéo de 2010, o aumento foi de 44% chegando a produzir 26,8 kg ha*
(ZAWADNEAK; SCHUBER; MOGOR, 2016). Segundo a SEAB (2017) a area cultivada
de morango no Parana foi 725 ha com a producdo de 26,1 mil toneladas. Ja em 2018, o
aumento da produgdo foi aproximadamente 15% chegando a 30,15 mil toneladas, em 861
ha produzidos (SEAB, 2018).

Na safra de 2017, a regido metropolitana de Curitiba foi a maior produtora estadual
de morango com 11,340 mil (43,4%) toneladas em 260 ha, seguida de Jacarezinho com
77,01 mil toneladas (29,5%) em 175 ha, e em terceiro lugar Ponta Grossa com 1,68 mil
toneladas (6,4%) em 60 ha (SEAB, 2017). O municipio de Guarapuava ficou com 2,5% da
producdo estadual, com cerca de 670 toneladas (SEAB, 2017).

Apesar da cultura do morangueiro estar em ascensdo no Brasil, o custo de cultivo
do morangueiro é alto e a producdo limitada devido ao preco das mudas, que sdo
importadas, e a problemas de adaptacdo das cultivares estrangeiras as condigdes
edafoclimaticas do pais. Neste sentido, é necessario um esforco dos programas de
melhoramento para o desenvolvimento de cultivares nacionais adaptadas as diversas

regides do Brasil.

3.1.2 Taxonomia e caracteristicas morfologicas

O morangueiro atualmente cultivado, F. x ananassa, é considerado um hibrido
octaploide e possui 56 cromossomos (2n = 8x = 56). Segundo o sistema de
classificacioAPG IV, 0 morangueiro estd inserido na divisdo Magnoliophyta
(Angiospermae), classe Magnoliopsida, ordem Rosales, familia Rosaceae e e género
Fragaria (CHASE et al., 2016) . Existem no mundo cerca de 20 espécies do género
Fragaria, que compreende desde espécies diploides até octapldides. A teoria do
surgimento dos hibridos octaploides seria uma combinacao de outros diploides encontrados
no continente europeu e asiatico. Comumente as espécies octaploides sao geograficamente
restritas ao Novo Mundo e estdo distribuidas na regido do continente norte americano,
exceto a espécie F. chiloensis que fica mais proxima do Chile e das ilhas do Havai
(JOHNSON; GOVINDARAJULU; ASHMAN, 2014).

A espécie F. virginiana possui diversas variedades botanicas, e algumas
caracteristicas importantes desta espécie apareceram em varios clones. Caracteres

morfolégicos podem ser observados em cultivares norte americanas que sdo resistentes a



baixas ou elevadas temperaturas (DARROW et al.,1966). Nos Estados Unidos, s&o
encontradas cultivares com adaptacdo a fotoperiodo longo e clima mais arido. Com relagdo
a floragdo, tem-se cultivares mais suscetiveis e resistentes a temperaturas e frio extremo.
Essa variabilidade genética permite selecionar caracteristicas ideais de acordo com 0s
objetivos do melhoramento genético (DARROW et al.,1966). A F. chiloensis, detém
grande variacdo morfoldgica, e também é considerada octapl6ide. Tem como caracteristica
importante a resisténcia a baixas temperaturas e fotoperiodo longo e curto, e também
produzindo bem em regibes semiaridas. As flores toleram bem ao frio, e geram frutos
firmes e grandes, com coloragdo vermelho-escuro e a polpa branca (HANCOCK et al.,
2010).

Considerada planta herbacea, o morangueiro cultivado apresenta caule semi-
subterraneo denominado coroa, que dara origem as folhas que € constituida por um peciolo
longo e trés foliolos (Figura 1.A) (TIMM et al., 2009). Estas, por sua vez, sdo do tipo
helicoidais variando em cor e formato conforme a cultivar. Nas folhas existem de 300 a
400 estbmatos, tornando-a sensivel a falta de agua, temperaturas extremamente altas e
umidade relativa do ar baixa (TIMM et al., 2009).

Os estoldes sdo caules verdadeiros que permitem que a formacéo de outras plantas
(Figura 1.B). Geralmente a emisséo dos estolGes ocorre em altas temperaturas (maior que
20°C), na fase vegetativa, num tempo de aproximadamente duas semanas ap0s a formacao
inicial das folhas (RONQUE, 1998). Seu crescimento em direcdo ao solo emite raizes
dando origem a novas plantas, sendo o mais utilizado para a multiplicagdo vegetativa do
morango (TIMM et al., 2009). Segundo Guimarées et al. (2015), entre Aromas, Camarosa,
Campinas, Diamante, Dover, Festival, Oso Grande e Toyonoka, a maior emissdo de
estolBGes ocorre na cultivar Festival, seguida de Camarosa, com 21 e 20 estoldes por planta,
respectivamente. J4, a cultivar Diamante obteve menor nimero de estoléo.

As raizes sdo fasciculadas e podem chegar a 20 cm do solo. Normalmente, uma
planta adulta possui até 100 raizes primarias, que penetram no solo. As secundarias
absorvem nutrientes e agua, e atuam também como acumuladoras de reservas (PALHA et
al., 2005).

A transformacdo da fase floral para a fase reprodutiva passa por diversos estagios
fisioldgicos alterando a morfoldgia do meristema apical passando do estado vegetativo
para o estado reprodutivo (NERI et al., 2010). A flor do morangueiro apresenta pistilos
(Figura 1C), sendo importante na polinizagdo por inseto, sendo que podem ndo ser

fecundados e geram frutos deformados (BUCCI et al., 2010). As flores s&o andrdginas e



possuem calice geralmente pentamero (Figura 1.C). Os estames podem apresentar
filamentos longos e curtos e podem ter mais que 20, e estdo localizados ao redor do
receptaculo. Os pistilos pode chegar a 400 e sdo dispostos em forma de espiral
(BORTOLOZZO et al., 2007).

Considerado um pseudofruto (fruto com multiplos aquénios), o morango é
originado por meio de uma unica flor (dialicarpico) (Figura 1D) (HOFFMANN;
BERNARDI, 2006). Recentemente, alguns pesquisadores identificaram uma estrutura
botanica hypsofilica na cultivar Albion e Camarosa que ndo esta incluida nos catalogos

morfolégicos sugerindo uma protecdo ao fruto (COSTA et al., 2019).

Figura 1. Aspectos fenoldgicos do morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.). A) Folha
trifoliada do morangueiro; B) estoldo; C) Estrutura floral do morangueiro; D)
Fruto jovem. Fonte: B e C adaptadas de Web e Vincentz, 2019; A e D da autora.



3.1.3 Aspectos fenoldgicos da cultura do morangueiro

O morangueiro € considerado um hibrido que tem adaptacdo em regibes com
altitudes maiores que 3000 metros, com variacdes de temperatura como frio intenso a altas
temperaturas. Assim, os fatores ambientais, como temperatura e fotoperiodo, sédo de
extrema importéancia, pois determinam o desenvolvimento do pseudofruto e influenciam no
armazenamento de carboidratos e sintese de horménios (HOFFMANN, 2006;
BERNARDI, 2006). Alteracbes climaticas levam a mudancas no aspecto reprodutivo do
morangueiro. Ainda, a juncdo dos fatores ambientais (temperatura e fotoperiodo) aliado
com o gendtipo do hibrido, controlam processos fisioldgicos da planta, como diferenciacéo
celular, quebra da dorméncia, inducdo floral, formacdo de estolfes e também causa
modificacdes anatbmicas na éarea foliar (MASSA et al., 2008; NISHIYAMA,
KANAHAMA, 2009).

1.2.1 Temperatura

O desenvolvimento da cultura de morangueiro, pode ser limitado pela temperatura,
ao qual interfere na qualidade do fruto e na producdo a (FILGUEIRA, 2003; COCCO,
2010). O efeito da temperatura do ar sobre as plantas é determinado com o método da
soma térmica, que influencia os estagios de desenvolvimento do morangueiro(TAZZO et
al., 2015).. No morangueiro existe variagao de resposta para a quantidade de horas de soma
térmica, possibilitando pelo melhoramento genético, obter genotipos melhores adaptados a
diferentes regibes com diferentes padrées de soma térmica (TAZZO et al., 2015). A
temperatura pode retardar ou parar a formagéo da flor ou induzir a formacao de estoldes.
Para que o florescimento do morangueiro seja satisfatorio, € necessario que a planta supra
as horas de frio necessérias para a inducao floral (MARTINS et al.,2009). De modo geral,
as exigéncias de frio varia de 380 horas & 700 horas acumuladas de temperatura (entre 2°C
e 7°C) (RONQUE, 1998).

Em condicBes de temperaturas abaixo de 15 °C a producdo de flores cessa e a
planta comeca a reservar substancias, porém quando a temperatura € muito alta (acima de
25°C) ocorre 0 processo de crescimento vegetativo e emissdo de estoldes (RONQUE,
1998). Estudos relatam que determinadas cultivares quando submetidas a altas
temperaturas apresentam modificacdes morfologicas como diferenga no comprimento do
peciolo e area foliar expandida (BRADFORD; HANCOCK; WARNER, 2010). Levando



em consideracdo a temperatura se pode afirmar que a regido ideal para o cultivo do
morangueiro deve ter temperatura média abaixo de 25°C durante o verdo o que ocorre em
regibes com altitude acima de 900 metros (ALMEIDA et al, 2009) ou em regides

temperadas.
1.2.2 Fotoperiodo

Além da temperatura, a quantidade recebida de luz também influéncia a fisiologia
do morangueiro. As Cultivares de fotoperiodo neutro independe da quantidade recebida de
luz apresentam floracdo continua em qualquer época do ano, desde que tenha temperaturas
menores de 30°C (CASTRO et al., 2002). Também, um hibrido classificado como
fotoperiodo neutro, diminuira sua produgdo em condicfes de altas temperaturas (acima de
22 °C).

Cultivares consideradas de dia curto florescem quando o comprimento do dia é
menor que 14 horas, e a temperatura for menor que 15°C (ZAWADNEAK; SCHUBER;
MOGOR, 2016). Contudo o maior atraso na formacao da flor ocorre quando as plantas de
morango sdo submetidas a temperatura de 9°C (SONSTEBY; HEIDE, 2017). A elevacao
da temperatura pode interferir no acimulo dos sélidos soluveis e no brix, tornando os
morangos acidos, com menor sabor e aroma. Portanto, a planta necessita de temperatura
diurna amena (em torno de 20°C) e noturna mais baixa (em torno de 15°C) (FILGUEIRA,
2002). Esta condicdo é clara quando observado que os frutos produzidos em regides de
clima temperado sdo mais adocicados e com aroma mais agradavel quando comparado ao
produzidos em climas tropicais (KOHLER, 2010)

A formacdo de estoldes foi relatada como dependente do fotoperiodo, sendo
favorecida por dias longos (DARROW, 1936; BRADFORD; HANCOCK; WARNER
2010). Strassburger et al. (2010), estudaram diferentes densidades de plantas de
morangueiro, e observou que quanto maior a interferéncia sobre a radiacdao solar, menor
sera a area foliar, producdo de fruto e formacdo de massa seca e como consequéncia,
reducdo do tamanho da coroa. Estes dados reforcam a importancia do fotoperiodo quanto a
sintese de carboidrato. Durner et al. (2016), estudaram o florescimento de cultivares de dia
curto e dia neutro. Neste estudo, as cultivares foram submetidas a diferentes fotoperiodos
(9h, 16h) e diferentes temperaturas (18°C; 22°C; 26°C e 30°C). As plantas classificadas
com dias curtos obteve floragdo superior quando submetidas a temperatura de 18°C.
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Cultivares de fotoperiodo neutro, ndo sofreram o efeito do fotoperiodo a 18°C. A emissao
de estoldes foi favorecida em temperaturas mais altas e dia longo.

Com relacdo a resposta fotoperiodica, 0 morangueiro pode ser . dividido em trés
grupos: cultivares de dia neutro, dia curto e dia longo (DURNER, 2016). No Brasil eram
utilizadas somente cultivares de dia curto, no entanto, nos ultimos 15 anos, cultivares de
dia neutro foram incorporadas nos cultivos do pais.

Atualmente, as mudancas abidticas geram uma demanda de novas cultivares com
adaptabilidade para as mais variadas condi¢Ges edafoclimaticas do mundo. Neste sentido, é
necessario o investimento nos Programas de Melhoramento para desenvolvimento de
novas cultivares que atendam as condic¢des climéticas favoraveis da regido que for inserida

tanto no presente como em condicdes futuras (SIMPSON, 2018).

3.3 Melhoramento genético de morangueiro

O inicio do melhoramento genético surgiu de modo casual, quando os franceses
comecaram a cultivar F. chiloensis e F. virginiana lado a lado permitindo a polinizacdo
cruzada (VERGAUWEN; SMET, 2019). Mais tarde, em 1817, iniciou de modo formal na
Inglaterra, por Thomas A. Knight, o cultivo melhorado de clones de F. virginiana e F.
chiloensis obtidos em seus cruzamentos (DARROW et al., 1966). Este melhorista foi o
mais ativo da época, pois langcou varias cultivares importantes, dentre elas 'Noble' e 'Royal
Sovereign'. Inimeros paises europeus incentivam o melhoramento do morangueiro por
meio de programas de melhoramento genético, sendo os mais importantes localizados na
Franca, Italia, Holanda, Espanha e Reino Unido. Ja nos paises americanos, 0S programas
de melhoramento mais ativos estdo localizados nos EUA, na Universidade da California
em Davis e na Universidade da Flérida (MEZZETTI et al.,2018)

O morangueiro ganhou espaco no setor agricola brasileiro em 1920, nos estados de
Sdo Paulo e Rio Grande do Sul. Nesta época as mudas eram oriundas dos Estados Unidos e
da Europa, o que limitava a produtividade e crescimento da area cultivada devido a baixa
adaptacdo para solo e clima brasileiro. Em meados de 1941, teve inicio o programa de
melhoramento de morangueiro do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), Campinas,
SP. Este programa langou as primeiras cultivares melhores adaptadas as condig¢des de solo
e clima do Brasil, que consequentemente, elevou a produtividade e qualidade dos
morangos colhidos em solo nacional. As primeiras cultivares langadas por este programa

foram Campinas, Guarani, Monte Alegre e Princesa Isabel. Também, no mesmo periodo
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iniciou o programa de melhoramento da EMBRAPA que lancou as cultivares Santa Clara,
Konvoy-Cascata e Vila Nova. Mais tarde, estas cultivares foram substituidas por cultivares
americanas com melhores caracteristicas comerciais (ZEIST; RESENDE, 2018).
Atualmente, a maioria das cultivares utilizadas pelos produtores brasileiros vem de
programas de melhoramento americanos, especialmente desenvolvidos na Universidade da
California em Davis (BONOW:; OLIVEIRA, 2016).

Os principais objetivos de um programa de melhoramento sdo maior produtividade,
resisténcia a pragas e doencas, cor dos pseudofrutos, menor nimero de estolées bem como
diminuir perdas pos-colheita (ZEIST; RESENDE, 2019). A maioria destas caracteristicas
estd relacionada em aumentar a capacidade adaptativa do morangueiro as condigdes
edafoclimaticas das diferentes regiGes de cultivo da espécie (ZEIST; RESENDE, 2019).
Neste sentido, o Programa de Melhoramento de morangueiro da UNICENTRO (PMMU),
que é desenvolvido em parceria com a Universidade Federal de Lavras (UFLA) e
Universidade Estadual de Londrina (UEL) tém como objetivo a disponibilizacdo de
cultivares adaptadas as diversas regides de cultivo no Brasil, com énfase na Regido Centro-
Sul do Parana (ZEIST; RESENDE, 2019).

O sucesso de um programa de melhoramento depende de qudo diverso é seu banco
de germoplasma, pois é a partir destes que sera possivel, por meio de cruzamentos, a
obtencdo de cultivares com novas combinagcbes génicas com potencial de melhor
adaptacdo a uma regido especifica (ZEIST; RESENDE, 2019). Ainda, um passo essencial
para um programa de melhoramento é o entendimento da base genética disponivel. O
conhecimento desta base genética auxiliara no planejamento de cruzamentos, como
também no posicionamento genético de genotipos ja desenvolvidos frente as cultivares ja
disponiveis no mercado. Dentre as técnicas disponiveis para caracteriza¢do genética de um
banco de germoplasma, o uso de marcadores moleculares tem sido a mais indicada e mais
utilizada. O uso de marcadores moleculares possibilita estimar a variabilidade e relagdo
entre genotipos avaliando diretamente o DNA, sem influéncia ambiental (MILACH, 1998).

3.4 Marcadores moleculares no melhoramento genético

Atualmente, existem varios marcadores moleculares que sdo utilizados para o
estudo da variagdo genética do morangueiro, como o Randon Amplified Polimorphic DNA
(RAPD), Amplified fragment length polymorphism (AFLP), Inter simple sequence repeat
(ISSR) e microssatelites (Simple Sequence Repeat — SSR) (BONOW; OLIVEIRA, 2016).
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Em estudos de genética molecular em morangueiro, primeiramente foi utilizado 0s
marcadores RAPDs, que devido a baixa reprodutibilidade caiu em desuso com o
desenvolvimento de outros marcadores mais robustos como AFLP, ISSR e microssatélites
(WHITAKER, 2011). Dentre estes marcadores, 0s ISSR sdo considerados 0s mais praticos,
pois 0s mesmos combinam a simplicidade do RAPD com a reprodutibilidade e alto
polimorfismo dos microssatélites (WHITAKER, 2011).

Os marcadores ISSR sdo fragmentos de DNA de 100 a 3000 pb amplificados via
PCR (reacdo em cadeia da polimerase) utilizando um dnico primer (16 - 20 pb),
construidos a partir de sequéncias de microssatélites, entre duas regifes de repeticdo
idénticas, porém em sentidos opostos (PRADEEP REDDY et al., 2002). As vantagens
desse marcador € de gerar grande numero de bandas informativas e também ndo €
necessario dados prévias da sequéncia de DNA da espécie a ser estudada (FALEIRO,
2007). Esse marcador foi eficiente na diferenciacdo de 82 hibridos de morangueiro
possibilitando a selecdo de grupos de hibridos para avaliacdo em campo (NUNES et al.,
2013). Também, este marcador foi utilizado para identificar a uniformidade genética de
plantas de morangueiro micropropagadas e a relacdo destes com a planta matriz (SEN;
DHAWAN, 2010). Ainda, os ISSR foram eficientes para agrupar cultivares de
morangueiro de acordo com a genealogia (MORALES et al., 2011). Atualmente os
marcadores ISSR continuam sendo amplamente utilizados na caracterizacdo genética de

morangueiros.

H I =N s I Regiao genémica

SSR1 SSR2
|
Prlmer forward === Primer reverse (igual ao primer forward)

Amplificagcdo por PCR

[ | 1
Marcador ISSR

Figura 2. Esquematizacdo da regido amplificada por um primer ISSR. Adaptado de Plant
Molecular Biology Lab, IPB, Bogor, 2019.
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O PMMU mantem um banco de germoplasma formado por cultivares comerciais e
crioulas de morangueiro e também hibridos simples e triplos desenvolvidos pelo proprio
programa. O objetivo do PMMU ¢ o desenvolvimento de cultivares de morangueiro com
melhor adaptacdo as condicdes edafoclimaticas da regido Centro Sul do Parana bem como
para outras regides do Brasil com clima quente. Nesse sentido, os melhoristas do PMMU
tem realizado diversos cruzamentos que originaram hibridos simples e triplos que ainda
ndo foram caracterizados geneticamente utilizando marcadores moleculares. Diante disso,
neste trabalho foi investigado a diversidade genética do banco de germoplasma do PPMU
bem como investigada a relacdo genética entre as cultivares comerciais e crioulas com

hibridos simples e triplos desenvolvidos e mantidos por este programa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Gendtipos avaliados

Neste trabalho foram avaliados 64 gendtipos de morangueiro pertencentes a cinco
grupos sendo: cultivares comerciais, genotipos crioulos, hibridos simples, hibridos triplos
para dia curto (HDC) e hibridos triplos para fotoperiodo neutro (HFN). As cultivares
comerciais selecionadas para o trabalho sdo, atualmente, cultivadas no Brasil e possuem
alto potencial de producdo. Os genotipos crioulos foram coletados de produtores no estado
de Minas Gerais e foram obtidos a partir de cruzamentos aleatorios por estes produtores.
Os hibridos simples foram obtidos por cruzamento e selecdo pelo PMMU. Os HDC e HFN
foram obtidos por Zeist (2019) da seguinte maneira: foram utilizados como genitores
femininos as cultivares Camino Real, Monterey e Albion. Como genitores masculinos
foram utilizados os hibridos simples: Hibrido 16 (cruzamento entre as cultivares Camarosa
e Aromas), Hibrido 07 (cruzamento entre as cultivares Festival e Sweet Charlie), Hibrido
06 (cruzamento entre as cultivares Festival e Sweet Charlie), Hibrido 11 (cruzamento entre
as cultivares Dover e Aromas), Hibrido 44 (cruzamento entre as cultivares Camarosa e
Swett Charlie) (Tabela 1). Para o desenvolvimento destes hibridos o processo de
hibridizacdo ocorreu no periodo da antese. Apds a formacdo do pseudofruto, os aquénios
foram retirados, secos e armazenados em dessecador a 25 °C. Antes da germinacéo, para
quebra da dorméncia, 0s aquénios passaram por escarificacdo acida por imersao em H>SOa.
Também, os aquénios foram submetidos ao processo de embebicdo com Indol-3-butirico
(AIB), e logo apos foram transferidos para camara de crescimento. Apds 40 dias, as plantas
recém germinadas foram transplantados em bandejas de 50 células contendo substrato.
Apo6s 30 dias, as mudas de morangos foram transferidas para camara fria para o processo
de vernalizacdo. Apds 30 dias, as mudas foram levadas para o campo e feito todos 0s
manejos da cultura até a época da colheita. Ao total, foram levadas 1800 hibridos para o
campo, porém somente 80 foram selecionados. A selecdo de gendtipos pelo programa de
melhoramento genético ocorreu por selegdo de frutos comerciais (< 35 mm) e nao
comerciais (< 35 mm). Com isso, calculou-se a massa total de frutos (MTF g planta?),
massa de frutos comerciais (MFC g planta™), massa de frutos ndo comerciais (MFNC g

planta?) e massa média de frutos (MMF g fruto™) de cada planta (Zeist, 2019). Desses 80
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hibridos triplos foram selecionados os 40 melhores para as anélises moleculares, sendo 20
classificados por Zeist (2018) como HDC e 20 como HFN.

Na Tabela 1 consta a relagcdo de todos os genotipos utilizados neste trabalho e seus
respectivos pedigrees. A representacdo do pedigree segue a regra da nomenclatura
internacional para representacdo de cruzamentos: a esquerda estd o doador de polen, e a
direita o receptor. O numero de barras (/) representa a ordem dos cruzamentos, sendo uma
barra (/) o primeiro cruzamento, duas barras (/) o segundo cruzamento e assim

sucessivamente.

Tabela 1. Relacdo dos 64 gendtipos de morangueiros (Fragaria x ananassa) utilizados

para analise de variacdo genética utilizando marcadores ISSR com seus

respectivos genitores e classificacdo fotoperiodica.

Cultivares Pedigree Fotoperiodo Origem
comerciais

Oso Grande Parker / ‘Cal. 77.3-603’ Dia curto Estados Unidos
P.R.A Estiva  Diamante/Aromas Nao definido  Brasil

Dover Florida Belle / ‘Fla. 71-189’ Neutro Estados Unidos
San Andreas  Albion / Cal 97.86-1 Neutro Estados Unidos
Sabrina 9719/94.020 Dia curto Espanha
Albion Diamante/ Cal94.16-1 Neutro Estados Unidos
Camino Real  ‘Cal.89.230-7°/‘Cal.90.253-3’ Dia curto Estados Unidos
Camarosa Douglas / ‘Cal. 85.218-605’ Dia curto Estados Unidos
Monterey Albion / Cal 97.85-6 Neutro Estados Unidos
Fronteiras Cal 4.18-4/ Cal 5.165-1 Dia curto Estados Unidos
Mercedes Desconhecido Dia curto Espanha
Aromas Cal 87.112-6 / Cal 99.270-1 Neutro Estados Unidos
Sweet Charlie  FL 80-456 / Pajaro Dia curto Estados Unidos
Festival Rosa Linda / Oso Grande Neutro Estados Unidos
Cultivares Pedigree Fotoperiodo Origem
crioulas”

Caximinas Caxias/Minas Nao defnido  Brasil

Saturno Desconhecido t Nao defnido  Brasil

Minas Desconhecido * Nao defnido  Brasil

NPH Desconhecido t Nao defnido  Brasil

Maju Desconhecido * N&o defnido  Brasil
I—_Iibridos Pedigree Fotoperiodo Origem
simples

RVCS 44 Camarosa/Sweet Charlie Nao defnido  Brasil

RVCA 16 Camarosa/Aromas Néo defnido  Brasil

RVES 07 Festival/Sweet Charlie Né&o defnido  Brasil
RVDA11l Dover/ Aromas Né&o defnido  Brasil
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RVFES 06 Festival / Sweet Charlie Nao defnido  Brasil
HDC Pedigree Fotoperiodo Origem
CAM44R117 Camarosa/Sweet Charlie//Camino Real Dia curto Brasil
CAMA44R66 Camarosa/Sweet Charlie//Camino Real Dia curto Brasil
CAM11R108 Dover /Aromas// Camino Real Dia curto Brasil
CAM16R50 Camarosa/Aromas// Camino Real Dia curto Brasil
CAM11R128 Dover/Aromas // Camino Real Dia curto Brasil
CAM16R39 Camarosa /Aromas // Camino Real Dia curto Brasil
CAMO7R97 Festival/Sweet Charlie//Camino Real Dia curto Brasil
CAMO7R52 Festival/Sweet Charlie//Camino Real Dia curto Brasil
CAMO7R61 Festival/Sweet Charlie//Camino Real Dia curto Brasil
CAM16R43 Camarosa/Aromas // Camino Real Dia curto Brasil
CAM16R143 Camarosa /Aromas // Camino Real Dia curto Brasil
CAMO7R113 Festival/Sweet Charlie//Camino Real Dia curto Brasil
CAMO6R151 Festival/Sweet Charlie // Camino Real Dia curto Brasil
CAMO6R55 Festival/Sweet Charlie // Camino Real Dia curto Brasil

Camarosa /Sweet Charlie // Camino Dia curto Brasil
CAM44R47 Real

Camarosa/ Sweet Charlie // Camino Dia curto Brasil
CAM44R28 Real

Camarosa/ Sweet Charlie // Camino Dia curto Brasil
CAM44R110 Real

Camarosa/ Sweet Charlie // Camino Dia curto Brasil
CAM44R124 Real

Camarosa/ Sweet Charlie // Camino Dia curto Brasil
CAM44R78 Real

Camarosa/ Sweet Charlie // Camino Dia curto Brasil
CAM44R130 Real
HFN Pedigree Fotoperiodo Origem
MONTO7R16 Festival/Sweet Charlie // Monterey Dia neutro Brasil
MONT11R25 Dover/ Aromas // Monterey Dia neutro Brasil
MONTO7R113 Festival/Sweet Charlie // Monterey Dia neutro Brasil
MONT11R32 Dover /Aromas // Monterey Dia neutro Brasil
MONTO7R30 Festival/Sweet Charlie // Monterey Dia neutro Brasil
MONT16R1  Festival / Aromas // Monterey Dia neutro Brasil
MONT11R10 Dover/ Aromas // Monterey Dia neutro Brasil
MONTO7R42 Festival/Sweet Charlie // Monterey Dia neutro Brasil
MONTO7R80 Festival/Sweet Charlie // Monterey Dia neutro Brasil
MONT11R3 Dover / Aromas // Monterey Dia neutro Brasil
ALBO6R36 Festival/Sweet Charlie//Albion Dia neutro Brasil
MONTO7R124 Festival/Sweet Charlie // Monterey Dia neutro Brasil
MONT11R4 Dover / Aromas // Monterey Dia neutro Brasil
MONTO7R5 Festival/Sweet Charlie // Monterey Dia neutro Brasil
MONTO7R80 Festival/Sweet Charlie // Monterey Dia neutro Brasil
MONT11R32 Dover /Aromas // Monterey Dia neutro Brasil
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MONTO7R24 Festival/Sweet Charlie // Monterey Dia neutro Brasil

ALBO7R28 Festival/Sweet Charlie //Albion Dia neutro Brasil
MONTO7R10 Festival /Aromas // Monterey Dia neutro Brasil
MONTO7R5  Festival / Aromas // Monterey Dia neutro Brasil

* Genotipos desenvolvidas por produtores do Estado de Minas Gerais.

4.2 Extracdes do DNA

Para as analises moleculares foram coletadas folhas jovens de cada gendtipo e
acondicionadas em papel aluminio e em caixas de isopor com nitrogénio liquido (-180 °C).
Em seguida, foi realizada a trituracdo até as folhas ficarem com aparéncia de um pé bem
fino. O DNA foi extraido do material utilizando o protocolo de extracdo baseado no
detergente CTAB (brometo de cetiltrimetilamoénio) com PVP (Polivinilpirrolidona),
seguindo a metodologia proposta por DOYLE & DOYLE (1987) com modificacdes. Para
cada amostra foi pesado 100 mg de tecido vegetal triturado e colocado em microtubos de
1,5 mL. Em seguida foram adicionados ao tecido 700 pL de tampéo constituido: por 20
mM de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético); 0,1 de Tris- HCI pH 8,0
[(hidroximetil) aminometano calibrado com &acido cloridrico]; 1,4 M Nacl (cloreto de
sodio); 2% de CTAB; e 2% de PVP e 2% de B-mercaptoetanol. Os microtubos foram
colocados em banho-maria e deixados por 45 min a 65 °C, e agitados por 10 minutos.
Apds esse periodo, foi acrescentado nas amostras 500 uL de cloroférmio-alcoolisoamilico
(24:1) e por 10 minutos os tubos foram agitados delicadamente por inversao e entdo
centrifugados por 10 minutos a 12.000 RPM. Cuidadosamente, os tubos foram retirados da
centrifuga, transferido o sobrenadante para um novo tubo e acrescentado 700 pL de
isopropanol gelado (-20°C). Os tubos foram agitados por inversdo, para precipitacdo do
DNA, e centrifugado por 10 minutos a 12.000 RPM. Nesse processo é possivel ver a
formacdo de grumos de cor clara (pellet). Em seguida, foram feitas varias lavagens com
etanol 99% e 75% para purificacdo do DNA. Nesse processo, 0 DNA ficou depositado no
fundo do tubo, o sobrenadante foi descartado e 0 DNA seco overnight. Com o DNA seco
foi acresentado 100 uL de agua ultra pura e 5 pL de RNAse (10 mg mL™t) e mantido a
37°C por 1 hora. Posteriormente, foram acrescentados 10 uL de acetato de sodio 3 M e 2
volumes (200 ul) de etanol 75% gelado (-20 °C), centrifugado a 12.000 RPM por 10
minutos e feito lavagens com etanol. Depois de seco, 0 DNA foi ressuspenso em 100 pL
agua ultrapura e armazenada a -20°C. As amostras foram quantificadas em gel de agarose

0,9% e coradas com brometo de etidio (0,5 pg mL-1), utilizando como padréo quantidades
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conhecidas do DNA.

4.3 Reacao de amplificacdo dos marcadores ISSR e Eletroforese

Para as reacOes de amplificacdo do DNA de cada genotipo foram utilizados 10
primers ISSR, desenvolvido pela pela University of British Columbia (UBC), Vancouver,
Canada (Tabela 2). Para a PCR, foram utilizadas aproximadamente 50 ng de DNA. Cada
reacdo foi preparada para um volume final de 12,5 uL sendo: 8,9 pL de &gua ultrapura, 0
0,2 uM de primer, 200 uM de cada ANTP, 1,5 mM de MgCl> e 1 U de Taqg DNA
polimerase e de tampdo para PCR 1x. A amplificacdo foi realizada em termociclador
programado para um passo inicial de desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos, seguido de 35
ciclos de um passo inicial a 95 °C por 45 segundos, temperatura de pareamento do primer
(Tabela 2) por 30 segundos e 72 °C por 60 segundos. Apos os 35 ciclos, um passo final de
72 °C por 10 minutos foi adicionado para extenséo final dos fragmentos.

Os produtos da PCR foram resolvidos em gel de Agarose a 1,8% corado com
brometo de etidio (0,5 uL mL™.A visualizacio dos fragmentos amplificados foi feita sob

luz ultravioleta e os géis fotodocumentados por sistema digital.

4.4 Analise dos dados

Cada loco amplificado foi analisado de acordo com a presenca (1) ou auséncia (0)
da banda. Somente as bandas com boa resolucdo foram consideradas. A matriz binéria
obtida pela leitura dos géis foi utilizada para as analises estatisticas. As informacdes acerca
do polimorfismo seguiram o critério de Ott (1992) que considera os fragmentos presentes
em mais de 5% ou em menos de 95% dos individuos como polimdrficos. A porcentagem
de polimorfismo foi calculada para cada primer dividindo o numero de fragmentos
polimorficos pelo nimero total de fragmentos amplificados.

A similaridade genética entre os genotipos foi estimada pelo coeficiente de
similaridade de Jaccard por meio do software NTSYS 2.2 (ROHLF, 2008). O agrupamento
dos individuos para construcdo do dendrograma foi feito pelo método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages).(ROHLF, 2008).

Para obtencdo dos indices de diversidade (indice de Shannon e o indice de
diversidade de Nei) e o nimero de locos polimorfico por grupo de genotipos foi utilizado o
software POPGENE 1.31 (YEH; YANG; BOYLE, 1999).
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A andlise de Coordenadas Principais (PCoA) para a visualizacdo da distribuicdo
espacial dos individuos e verificacdo da contribuicdo de cada grupo de gendtipos para
variabilidade genética foi realizada no software GenAlex versdo 6.5 (PEAKALL e
SMOUSE, 2012). A analise Bayesiana, para obtencdo do numero de grupos genéticos que
melhor explica a variabilidade existente foi feita com o auxilio do software STRUCTURE
(PRITCHARDA et al., 2010). Para determinagdo do numero ideal de grupos genéticos (K)
foram feitas simulacBes partindo do pressuposto que é possivel a obtencdo de qualquer
numero de clusters de 1 a 10, onde cada simulacéo foi repetida 10 vezes. Para esta analise
foi usado o modelo de ascendéncia sem mistura e as frequéncias alélicas foram
correlacionadas por 1000 burn-in e 10000 MCMC (Markov Chain Monte Carlo) repeti¢des
apos o burn-in. Para determinacdo do K (nimero de grupos genéticos-clusters) mais
provavel em relacdo aos indicados pela analise, foram utilizados os critérios sugeridos por

Evanno et al. (2005), com o auxilio do programa Structure Harvester (EARL, 2012).

5. RESULTADOS

Dos 10 primers utilizados, nove apresentaram produtos de qualidade na
amplificacdo e foram considerados nas analises. Na figura 3 € apresentado o padrdo de
amplificacdo do primer UBC 864 em 19 gendtipos de morangueiro. O tamanho dos
fragmentos amplificados variaram de 100 a 1.700 pb. Os primers UBC 807 e UBC 864
amplificaram o maior numero de locos (20 e 19 respectivamente) e o primer UBC 808 o
menor (13) (Tabela 2). O total de fragmentos amplificados pelos nove primers ISSR foi de
147 bandas. Todos os fragmentos amplificados foram polimérficos (Tabela 2).

Tabela 2. Relacdo dos 10 primers ISSR utilizados para estimar a variabilidade genética de
64 gendtipos de morangueiro (Fragariaxananassa) do Programa de
Melhoramento da UNICENTRO. TP - Temperatura de pareamento, NTLA-
namero total de locos amplificados, NLP- nimero de locos polimérficos, %P-

porcentagem de polimorfismo.

Primer Sequéncia* TP °C NTLA NLP %P
UBC 807 (AG)8T 55 20 20 100
UBC 808 (AG)8C 50 13 13 100
UBC 810 (GA)S8T 52 14 14 100
UBC 834 (AG)8YT 52 17 17 100
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UBC 835 (AG)8YC 54 17 17 100

UBC 836 (AG)SYA 53 15 15 100
UBC 873 (GACA) 50 15 15 100
UBC 861 (ACC)6 52 17 17 100
UBC 864 (ATG)6 55 19 19 100
UBC 891 HVH(TG)7 54 - - -

*Y =pirimidina(CouT); H=AouCouT;V=AouCouG

Figura 3. Gel de agarose com o padrdo de amplificacdo do primer ISSR UBC 864 em 19
genotipos mantidos no Programa de Melhoramento da UNICENTRO,
Guarapuava, PR. M indica o marcador de peso molecular DNA ladder 100pb. A

seta indica o fragmento de 500 pb.

O dendrograma indicou a formacdo de dois grupos (A e B). A cultivar Camino
Real manteve-se isolada (Figura 4). O grupo A foi composto pela maioria das cultivares
comerciais e hibridos simples. O grupo B foi formado pelos hibridos triplos (HDC e HFN)
e pelas cultivares Fronteiras, Mercedes, Aromas, Festival e Sweet Charlie. Ainda, o grupo
B foi dividido em dois subgrupos (B1 e B2) (Figura 4). O grupo Bl foi formado pelos
HDC e o grupo B2 formado pelos HFN e pelas cultivares Fronteira, Mercedes, Aromas,
Festival e Sweet Charlie (Figura 4). Dois genotipos selecionados previamente como
plantas de fotoperiodo neutro (MONTO07R16 e MONT11R25) ficaram agrupados nos

genotipos considerados de dia curto.
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Figura 4. Dendrograma de similaridade genética dos 64 gendtipos de morangueiro (Fragaria x ananassa) do Programa de Melhoramento da
UNICENTRO, obtido com base em 147 locos ISSR.
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As cultivares comerciais evidenciaram maior indice de diversidade de Shannon (I =
0,46), e também maior diversidade genética de Nei (h = 0,29). J4, os HDCs apresentaram 0s
menores valores para os dois indices (I = 0,28 e h = 0,18) (Tabela 3). Os HFNs também
apresentaram namero expressivo de locos polimérficos (119 locos, 8%). J&, 0 menor numero

de locos polimorficos foi nos hibridos simples (69 locos, 47%) (Tabela 3).

Tabela 3. Diversidade genética dos cinco grupos de genotipos de morangueiro
(Fragariaxananassa) do Programa de Melhoramento da UNICENTRO. indice de
Shannon (1); indice de diversidade de Nei (h); numero de locos polimérficos (NLP)
e porcentagem de locos polimdrficos (% LP).

Grupos H I NLPs %LP
Cultivares comerciais 0,30 0,46 140 95
Cultivares crioulas 0,21 0,31 79 54
Hibridos simples 0,20 0,28 69 47
Hibridos triplo de dias curto 0,18 0,28 89 61
Hibridos triplo de fotoperiodo neutro 0,27 0,41 119 81
Todos 0,34 0,51

A PCoA distribuiu os gendtipos em trés grupos quando ndo considerado sobreposicao
de area (Figura 5). As cordenadas 1, 2 e 3 explicam 28,77% da variacdo genética observada.
O grupo formado pelos HFNs incluindo as cultivares Festival, Mercedes, Aromas, ficaram
mais proximos graficamente do HDCs, quando comparados com cultivares comerciais,
hibridos crioulos e hibridos simples. Os gendtipos crioulos ocuparam a mesma area grafica

da cultivares comerciais.
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A andlise de agrupamento Bayesiano evidenciou que os numeros de K (Clusteres,
grupos genéeticos) que melhor explica a variabilidade dos gendtipos foi dois (Figura 6). Ao
considerar o K = 2 a variabilidade genética € melhor explicada ocorrendo a unido das
cultivares comerciais (exceto Fronteiras, Mercedes, Sweet Charlie, Festival, Aromas),
crioulas e hibridos simples em um grupo e os hibridos triplos mais as cultivares Fronteiras,
Mercedes, Sweet Charlie, Festival e Aromas em outro grupo (Figura 7A). Ao observar 0
numero de clusteres K = 3, que ¢ o indicado pela dendrograma e PCoA, 0 agrupamento que
melhor explica a variabilidade € a divisdo dos gendétipos em trés grupos, sendo que a diferenca
dos grupos obtidos com o0 K = 2 é a separa¢do dos hibridos triplos em dois grupos (HDC em
um grupo e HFN e cultivares Fronteiras e Mercedes, Sweet Charlie, Festival e Aromas em
outro grupo) (Figura 7B).
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Figura 6. Determinacdo do nimero 6timo de K (clusters-grupos genéticos) em morangueiro
(Fragariaxananassa) obtido pelos nove marcadores ISSR. O ponto de intersec¢éo
entre 0 maior valor no eixo Y com o eixo X indica 0 nimero 6timo de K (grupos

genéticos).
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Figura 7. Distribuicdo dos grupos genéticos (K), obtidos pela analise de agrupamento
Bayesiano utilizando 147 locos ISSR, dos 64 genotipos de morangueiro
(Fragariaxananassa) do programa de melhoramento genético da UNICENTRO,
Guarapuava, PR. A) K=2.B) K=3.

6. DISCUSSAO

Os dados obtidos neste estudo mostram que os hibridos do Programa de
Melhoramento da UNICENTRO tem alta variabilidade e diversidade genética, e este
programa de melhoramento tem sido efetivo na obtencdo de gendtipos diferenciados de
morangueiro. O éxito do programa pode ser comprovado quando observado que os hibridos
triplos desenvolvidos (HDC e HD) possuem divergéncias genéticas entre si e também com as
cultivares disponiveis no mercado. Todos os resultados obtidos neste estudo levam a esta
mesma concluséo (Figuras 4, 5e 7).

O numero médio de locos por primer (16) e a porcentagem de polimorfismo (100%)
constatados no nosso trabalho, estdo dentro do esperado para morangueiro. Por exemplo,
Kaleybar et al. (2018) analisando trés cultivares, quatro hibridos e nove genétipos silvestres,
obtiveram média de 16 fragmentos amplificados por primer ISSR e polimorfismo de 95%.
Também, no estudo realizado por Morales et al. (2011) com 11 cultivares de morango

(incluindo algumas aqui estudadas) utilizando marcadores ISSR, o numero de fragmentos



obtidos por primer foi menor, porém o polimorfismo foi de 100%. Além disso, a porcentagem
de polimorfismo considerando cada grupo de genétipos foi alta (Tabela 3). Os dados obtidos
em nosso estudo juntamente com os disponiveis na literatura fortalecem a eficiéncia dos
marcadores moleculares ISSR na identificacdo de variabilidade genética em morangueiro.
Ainda, a porcentagem de polimorfismo tem sido usada como parametro para indicar
variabilidade quando se trabalha com marcadores dominantes (FEDRIGO et al., 2016; ROSA
et al, 2017; MARIANO et al., 2019). Assim, podemos afirmar que os gendtipos de
morangueiro obtidos e mantidos pelo PMMU apresentam alta variabilidade genética e,
consequentemente, alto potencial para gerar genotipos com combinagdes genéticas superiores.

O agrupamento observado no dendrograma (Figura 4) parece estar relacionado com o
pedigree dos gendtipos avaliados. As cultivares (Festival, Aromas e Sweet Charile) utilizadas
como genitoras nos cruzamentos para o desenvolvimento dos hibridos triplos ficaram
alocadas no mesmo subgrupo que os HFNs (Figura 4). No agrupamento das cultivares
comerciais, crioulas e hibridos simples, tem-se as cultivares Albion e Minas que sdo genitoras
da San Andreas e Caximinas, respectivamente, o que explicaria sua aproximacao, mostrando
possivel contribuicdo de parentesco para o agrupamento. A evidéncia da relacdo parental
também foi relatada por Kuras e Korbin (2010), ao estudarem a relacdo genética entre 96
cultivares de morangueiro desenvolvidos em diferentes programas de melhoramento. Este
agrupamento pode ser explicado pelo compartilhamento de regiGes gendmicas comuns, o que
é esperado entre parentais e hibridos (RADMANN et al., 2006). Também, a formacdo dos
grupos pode estar associada ao maior compartilhamento de regides gendmicas entre grupos de
cultivares e ndo somente de parentais. Esta condi¢do tem sido utilizada para a explicacdo da
similaridade genética entre gen6tipos (FACHINELLO et al., 2011), o que esta de acordo com
0 agrupamento obtido em nosso trabalho, onde, por exemplo, é esperado (e foi observado)
que os hibridos simples estejam mais proximos genéticamente das cultivares quando
comparado aos hibridos triplos.

O estudo da variabilidade por meio de coeficientes de similaridade permite a
identificacdo de parentais adequados a escolha de genOtipos superiores, que ao serem
cruzados apresentam maior efeito heterdtico e maior segregacdo em recombinacdo (CRUZ,
CARNEIRO, 2003). Também, a similaridade permite inferir a relacdo entre os hibridos
obtidos com cultivares ja disponiveis no mercado. Neste estudo, a similaridade genética entre
os hibridos triplos e a maioria das cultivares comerciais e crioulas (mesmo as utilizadas como

parentais) ndo passou de 20% (Figura 4). Ozturk Erdem e Cekic (2018), estudando a relagédo
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genética de 52 genotipos de morangueiros derivados da F1 com seus genitores também
observou similaridade de 20% entre o grupo composto pelas cultivares e o grupo formado
pelos hibridos. Estes dados evidenciam a alta variabilidade existente no morangueiro
octapldide.

A similaridade de apenas 20% entre os hibridos triplos e as cultivares verificadas em
nosso estudo, evidencia também que o PMMU foi eficiente na obtencéo de hibridos diferentes
genéticamente das cultivares disponiveis no mercado. Esse sucesso estd provavelmente
relacionado ao uso de trés cultivares para obtencdo dos hibridos, o que permite maior
possibilidade de recombinacGes. Em Arabidopsis a poliploidizagdo pela combinacdo de
diferentes genomas eleva a taxa de recombinacdo no poliploide obtido e, consequentemente, a
geracdo de variabilidade genética (PECINKA et al., 2016). Nesse sentido, considerando que 0
morango cultivado é um hibrido poliploide (octapldide), e que as cultivares utilizadas nos
cruzamentos realizados pelo PMMU sdo genéticamente distintas (Figura 4), podemos inferir
que a alta diferenciacdo genética observada nos hibridos ocorre devido a elevada taxa de
recombinacdo ocorrida no processo de obtencdo destes. Também, é importante ressaltar que
foram realizados dois cruzamentos (utilizando trés genomas base) para obtencdo de cada
hibrido triplo, 0 que aumentou ainda mais o potencial de diferenciacdo genética. Assim,
mesmo quando olhamos para dentro de cada grupo (HFN ou HDC) a diferenciacdo ainda é
alta (em torno de 53%) (Figura 4). A explicacdo para isso esta, além do explanado
anteriormente, na alta pressdo de selecdo realizada (em torno de 2%), uma vez que estes
hibridos foram selecionados de uma populacdo de 1.800 hibridos.

Corroborando com a variabilidade genética entre os gendétipos, os indices de
diversidade genética (I = 0,46 e h = 0,29) também se mostraram elevados nas cultivares
comerciais, 0 que era esperado, pois as mesmas tem origens genéticas diferentes. Entretanto,
os HFNs também apresentaram alto indices de diversidade e locos polimorficos (I = 0,41 e h
= 0,27 e 81% respectivamente). Resultados semelhantes sdo observados na literatura para
morangueiro. Kaleybar et al. (2018) avaliando dezesseis gendtipos de morangueiro com
marcadores ISSR, incluindo cultivares comerciais e selvagens, observou alto indice de
diversidade média (I = 0,43). Meng et al. (2015) avaliaram 70 genotipos de morangueiro
silvestre (Fragaria nubicola) com 19 primers SSR e obtiveram o indice de diversidade de h =
0,33. Assim, essa variabilidade pode ser explicada pelo fato do morango ser uma planta

alégama e altamente heterozigota (SOUZA, 2011). A alta heterozigozidade ocorre em fungéo
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da espécie ser octaploide e formada por possiveis quatro ancestrais dipléides (ROUSSEAU et
al., 2009).

A explicacdo de 28,77% da variacdo geneética pelas trés primeiras coordenadas da
PCoA, sugere que a diversidade do grupo de genotipos avaliados é complexa e ndo pode ser
explicada individualmente, por nenhum grupo de gendtipos. No entanto € possivel observar
que as cultivares comerciais e os hibridos triplos sdo 0s que mais contribuem para a variagdo
genética observada (Figura 5). Ja as cultivares crioulas e os hibridos simples sdo sobrepostos
na area das cultivares comerciais, evidenciando baixa contribuicdo destes gendétipos para a
diversidade (Figura 5). Esta ndo contribuicéo significativa das cultivares crioulas e hibridos
simples para a variacdo genética, pode estar relacionada a obtencdo das cultivares crioulas por
agricultores sem cruzamentos planejados. Geralmente, o agricultor seleciona o material que
apresenta as carateristicas semelhantes as cultivares que ele conhece, fazendo com isso uma
selegdo direcional, levando consequentemente a maior semelhanca genética do material
selecionado com as cultivares. Com relacdo aos hibridos triplos, o resultado da PCoA
corroborou com os resultados dos indices de variabilidade e diversidade, e com o
agrupamento no dendrograma, ou seja, evidenciou que os dois grupos de hibridos triplos
(HFN e HDC) séo diferentes genéticamente e altamente diversos. Ainda, os HFNs mostraram
ter relacdo genética mais proxima com as cultivares comerciais do que os HDCs. A cultivar
Mercedes, por exemplo, ficou no mesmo quadrante que os HFNs.

A analise Bayesiana mostrou que a variabilidade e diversidade genética dos gendtipos
estudados € melhor explicada quando considerados dois grupos genéticos (Figura 6 e 7A).
Conforme esperado, as cultivares comerciais (exceto Aromas, Festival e Sweet Charlie),
crioulas e hibridos simples apresentaram mais contribuicdo ao mesmo grupo genético, e 0s
hibridos triplos (HDCs e HFNSs) do outro grupo genético. A formacdo de um grupo diferente
para os hibridos triplos pode estar relacionada ao processo de selecdo destes materiais. A
selecdo destes hibridos foi feita para adaptacdo edafoclimética, caracteristicas comerciais e
produtividade em campo (ZEIST, 2019). Assim, o conjunto de regides gendmicas que
controlam estas caracteristicas selecionadas podem ter sido suficientes para manter estes
gendtipos no mesmo grupo genético. Fortalecendo esta hipdtese, a maioria dos parentais
(Aromas, Festival e Sweet Charlie) envolvidos nos cruzamentos para obtencdo destes hibridos
também foram classificados dentro do mesmo grupo dos hibridos. Outro fato interessante, €
que as cultivares Fronteiras, Sweet Charlie, Festival e Aromas foram desenvolvidas em

programas de melhoramento dos Estados Unidos, o que também explicaria 0 seu
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agrupamento. As cultivares Festival e Aromas, além de serem genitoras de alguns dos
hibridos triplos aqui estudados, sdo classificadas como cultivares de fotoperiodo neutro
(STEWART; FOLTA, 2010), ou seja, possuem possiveis caracteristicas em comum com 0s
HFNs. Porém, as cultivares Fronteiras, Mercedes e Sweet Charlie apesar de serem
classificadas como cultivares de dia curto, ficaram agrupadas no mesmo grupo genético dos
HFNs, o que pode indicar que tenham algum ancestral em comum.

Na visualizacdo de trés grupos genéticos (K = 3) (Figura 7B) ocorre a separacdo dos
HFNs, HDCs e cultivares (exceto os parentais dos hibridos), corroborando com o resultado da
PcoA e também do dendrograma. Yoon et al. (2012) avaliaram 59 acessos de morangueiro
oriundos da Coréia, Alemanha, Estados Unidos, Reino Unido e Japdo, utilizando 18
marcadores microssatélites e obtiveram dois grupos genéticos. Ainda, estes autores
concluiram gque a maioria dos gendtipos possuiam origem genética de um Unico pool génico,
pois 96,6% dos genotipos pertenceram ao mesmo grupo genético. Diferente do observado por
estes autores, além de termos uma distribuicdo mais equitativa dos genotipos nos dois grupos
genéticos obtidos, alguns gendtipos (cultivares e hibridos) apresentam em sua constituicao
genética os dois pools génicos. Esta condicéo é clara em metade dos genotipos de HFN (tanto
em K =2 como K = 3) e também em algumas cultivares comercias (com maior frequéncia
quando K = 2). Assim, é interessante (e esperado) que a variacdo de grupos genéticos nos

hibridos triplos sdo daqueles observados nos parentais (Figura 7).

7. CONCLUSAO

Os gendtipos do programa de melhoramento genético da UNICENTRO,
caracterizados neste trabalho, apresentaram alta diversidade e variabilidade genética. Os
hibridos triplos desenvolvidos pelo PMMU sédo diferentes genéticamente das cultivares
comerciais. Ainda, os hibridos triplos de dia curto sdo genéticamente diferentes dos hibridos
de fotoperiodo neutro. Neste sentido, o PMMU tem sido eficiente na obtencéo de linhagens

hibridas com potencial de desenvolvimento de novas cultivares nacionais de morangueiro.
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