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RESUMO

MORALES, Rafael Gustavo Ferreira. Divergéncia genética entre cultivares de morangueiro
por meio de marcadores moleculares e caracteres morfoagronomicos. Guarapuava:

UNICENTRO, 2010. 69p. (Dissertacdo — Mestrado em Produ¢do Vegetal).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a divergéncia genética entre 11 cultivares
de morangueiro (Aromas, Camarosa, Camino Real, Campinas, Diamante, Dover, Oso Grande,
Sweet Charlie, Toyonoka, Tudla e Ventana) utilizando caracteres morfoagrondmicos e os
marcadores moleculares RAPD e ISSR, indicando os cruzamentos mais promissores. Para
avaliacdo molecular, a extracio de DNA nos dois métodos seguiu o protocolo CTAB
modificado, sendo as amplificagdes feitas por PCR e em seguida separados em gel de agarose
(RAPD) e poliacrilamida (ISSR). A partir da leitura dos géis, para cada marcador, gerou-se
uma matriz bindria, calculando-se a partir dela a similaridade genética pelo coeficiente de
Jaccard. As cultivares foram agrupadas com base na matriz de similaridade genética usando
UPGMA. Foram avaliados 29 caracteres morfoagrondmicos relacionados a planta, folha, flor,
fruto e aquénios do morangueiro, utilizando-se de uma escala de nota para a avaliagdo. Entre
os marcadores moleculares, o ISSR foi mais eficiente que 0 RAPD no estudo de divergéncia
genética do morangueiro, apresentando maior coeréncia com a origem e a genealogia das
cultivares. Os caracteres morfoagrondmicos foram menos eficientes para estudo de
divergéncia genética, nao sendo encontrada relagao direta entre os valores de similaridade ou
o dendograma, com a origem e a genealogia das cultivares. Entre as trés técnicas avaliadas, os
marcadores ISSR s3o os mais indicados para estudo de divergéncia genética em morangueiro.
Os cruzamentos mais promissores, com base na divergéncia genética estimada a partir de
dados moleculares RAPD e ISSR, sdo entre as cultivares Tudla e Ventana e entre Oso Grande

e Ventana, respectivamente.

Palavras-Chave: Fragaria x ananassa Duch., DNA, melhoramento de plantas, analise

multivariada.



ABSTRACT

MORALES, Rafael Gustavo Ferreira. Genetic diversity in strawberry cultivars based on
morphological characteristics and molecular markers. Guarapuava: UNICENTRO, 2009. 68p.
(Dissertacdo — Mestrado em Producgdo Vegetal).

The aim of this study was to evaluate the genetic divergence of 11 strawberry cultivars
(Aromas, Camarosa, Camino Real, Campinas, Diamante, Dover, Oso Grande, Sweet Charlie,
Toyonoka, Tudla e Ventana) using morphological characters and RAPD and ISSR markers,
indicating the most promising crosses. For molecular analysis, ADN extraction in both
methods followed the modified CTAB protocol, and made the amplification by PCR and then
separated by gel agorose (RAPD) and polyacrylamide (ISSR). From the reading of the gels,
each marker, generated is a binary matrix, calculating from it the genetic similarity by the
coefficient of Jaccard. The cultivars were grouped based on genetic similarity matrix using
UPGMA. For the evaluation of morphological characteristics were selected 29 traits related to
plant, leaf, flower, fruit and achenes of strawberries, using a range of marks for evaluation.
Among the molecular markers, the ISSR was more efficient than the markers RAPD in the
study of genetic diversity in strawberry, showing greater consistency with the origin and
genealogy of the cultivars. Regarding grouping, ISSR method was more consistent with the
origin and genealogy of the cultivars than the RAPD. The morphological characteristics were
inefficient to study genetic diversity, not found a direct relationship between the values of
similarity or dendrogram, with the origin and genealogy of the cultivars. Among the three
techniques evaluated, the ISSR markers are more suitable for study of genetic diversity in
strawberry. The most promising crosses, based on data and ISSR molecular markers, are

among cultivars Tudla and Ventana, and Oso Grande and Ventana, respectively.

Keywords: Fragaria x ananassa Duch., ADN, plant breeding, multivariate analysis.
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1. INTRODUCAO GERAL

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) ¢ cultivado nas mais variadas regides
do mundo, podendo ser considerada a espécie de maior expressao econdmica do grupo das
pequenas frutas (OLIVEIRA et al., 2006). No Brasil, a cultura teve grande expansdo a partir
da década de 1960, com difusdo em regides de clima temperado e subtropical, destacando-se
pela alta rentabilidade por area e demanda intensa de mao-de-obra (SANTOS et al., 2003). A
producao mundial de morangos ¢ de 2,56 milhdes de toneladas, sendo a producao brasileira
responsavel por 105.000 toneladas anuais, com destaque para os estados de Minas Gerais
(33%), Sao Paulo (31%), Rio Grande do Sul (16%) ¢ Parana (9%) (AGRIANUAL, 2008).

Apesar da produgdo brasileira ndo configurar junto aos grandes produtores mundiais,
existe viabilidade de aumentar a produg¢ao por meio de diversas técnicas de cultivo e
desenvolvimento de novas cultivares (SATO & ASSUMPCAO, 2002). Segundo Ueno (2004),
as cultivares de morango diferem de acordo com a adaptacdo regional, fazendo com que uma
cultivar que se desenvolva satisfatoriamente bem em uma regido nao apresente 0 mesmo
desempenho em outro local com condi¢des ambientais diferentes. Antunes et al. (2006)
relatam a importancia de identificar o comportamento do morangueiro no local de cultivo,
sendo este conhecimento muito importante para programas de melhoramento genético, bem
como para o manejo da cultura.

O melhoramento do morangueiro teve inicio na Inglaterra em 1817 quando Thomas
A. Knight, usando as espécies F. virginiana e F. chiloensis, produziu as cultivares Downton e
Elton (CONTIL, 1998). O principio do melhoramento do morangueiro ¢ o cruzamento dos
melhores pais divergentes geneticamente, sele¢do e multiplicacdo dos clones promissores
(CAMARGO & PASSOS, 1993).

Muitos métodos estdo disponiveis para avaliar a divergéncia genética entre
populacdes de plantas. Essas metodologias diferenciam-se na habilidade em detectar
diferengas entre individuos, custos, facilidade de uso e repetibilidade dos resultados
(MILACH, 1998). Diferentes caracteres de plantas sdao fontes de informagao de
dissimilaridade que estdo, ou podem estar disponiveis para qualquer grupo de gendtipos. Tais
caracteres podem ser divididos em quatro grupos: agrondmicos, morfolégicos, bioquimicos e
moleculares. As diferencas entre genotipos em relagdo a quaisquer destes caracteres, revelam
informacdes sobre as relagdes genéticas entre os genotipos estudados.

A caracterizagdo de genotipos com marcadores moleculares baseados em DNA

possibilita maior conhecimento do germoplasma disponivel, pois permite a determinacdo do
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nivel de divergéncia genética e o padrdo molecular de cada cultivar, dados que auxiliam o
delineamento racional de cruzamentos para obten¢do de cultivares superiores em curto prazo
(WILLIAMS et al., 1990).

Entre os marcadores moleculares, o RAPD (random amplified polymorphic DNA),
proposto por Williams et al. (1990), tem sido muito empregado no estudo de divergéncia
genética nos ultimos anos. A técnica consiste na extragdo do DNA de individuos,
amplificacdo de fragmentos deste DNA pela técnica de PCR (polymerase chain reaction),
separacao de fragmentos amplificados de comprimentos diferentes por eletroforese e
visualizacdo de bandas correspondentes as regides amplificadas por meio de coloracdo dos
fragmentos de DNA com brometo de etidio ou SYBR Green (MILACH, 1998). A técnica
RAPD ¢ mais simples que outros marcadores moleculares, apresentando diversas vantagens,
como, por exemplo, necessita pequenas quantidades de DNA, ¢ aplicavel a qualquer espécie,
baixo custo, facilidade e rapidez no emprego da técnica. Por outro lado, a técnica ainda ¢
criticada pela baixa repetibilidade experimental, embora esse problema possa ser contornado
com a utilizagdo de mais primers e de critérios mais rigidos no momento da interpretacao dos
resultados (TELLES et al., 2001).

Outro marcador molecular que vém sendo muito utilizado ¢ o ISSR (inter simple
sequence repeats), uma variacdo dos marcadores SSR (simple sequence repeats), também
conhecidos como microssatélites. Este método também ¢ baseado em PCR, em que na reagdo
utiliza-se um tUnico primer, geralmente longo (16 a 25 pb) e constituido por sequéncias de
“di” ou “tr1i” nucleotideos. O produto da reagdo de PCR sdo sequéncias de diferentes
tamanhos localizadas entre duas regides repetidas de microssatélites idénticas e orientadas em
diregdes opostas (WOLFE, 2005). A separagdo e visualizacdo das bandas seguem o descrito
para RAPD, apresentando também a vantagem de nao requerer informagdes de sucessao do
genoma ¢ de padrdes altamente polimdrficos, ou seja, nao requerem informacgdes prévias da
sequéncia de DNA do organismo em estudo. Além disso, obtém-se resultados rapidos, com
muita eficiéncia, alta repetibilidade e baixo custo (ZIETJIEWICZ et al., 1994).

Caracteres morfoagrondmicos também sdo usados para estudo de diversidade
genética. Contudo, a sua eficiéncia muitas vezes estd relacionada ao numero de genes
responsaveis pelo controle de determinada caracteristica. Desta forma, em muitos casos esses
caracteres apresentam sérias limitagdes, principalmente pelo efeito do ambiente, fazendo com
que nao sejam caracteres estaveis, além de muitos serem avaliados somente nas plantas
adultas, o que requer tempo e espacgo (VIEIRA, 2004).

A decisdo de qual método utilizar depende dos recursos disponiveis e do grau de
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confiabilidade do método. A comparagao entre as técnicas de estudo de divergéncia genética ¢
uma maneira de estimar o grau de dissimilaridade entre cultivares, sendo esse conhecimento

fundamental para programas de melhoramento.

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a divergéncia genética entre cultivares de morangueiro utilizando caracteres

morfoagrondmicos e marcadores moleculares.

2.2. Especificos

- Identificar a genealogia das 11 cultivares em estudo;

- Determinar os coeficientes de similaridade das 11 cultivares a partir de caracteres
morfoagrondmicos e os marcadores RAPD e ISSR;

- comparar a eficiéncia dos marcadores moleculares RAPD e ISSR no estudo da
divergéncia genética, por meio das matrizes de similaridade e dos dendogramas;

- comparar os dados de similaridade e o dendograma das trés técnicas supracitadas
com as informagdes referentes a origem e genealogia das cultivares; e

- indicar em fun¢do dos resultados obtidos os cruzamentos mais promissores para

inicio de um programa de melhoramento genético com a cultura.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Origem e descricio botanica

A origem do morangueiro cultivado F. x ananassa Duch., descrita por Darrow (1966),
advém de uma hibridagdo natural entre as espécies octaploides F. chiloensis (2n=8x=56) e F.
virginiana (2n=8x=56) em um jardim botanico europeu ha aproximadamente 260 anos.
Plantas de F. virginiana chegaram a Europa no final do século XVII por diversas rotas
desconhecidas, enquanto algumas plantas de F. chiloensis foram levadas a Franca em 1714
pelo Capitdo francés Frangois Frenzeir. Estas espécies obtiveram sucesso moderado apos a
introducao, destacando-se somente apos serem identificados os primeiros frutos da hibridagao
que deu origem a F. x ananassa, por volta de 1750. Entretanto, apenas em 1817 o
melhoramento do morangueiro teve inicio na Inglaterra quando Thomas A. Knight, usando as
espécies F. virginiana e F.chiloensis, produziu as cultivares Downton e Elton (CONTI, 1998).

O morangueiro ¢ classificado botanicamente, segundo Cronquist (1988), na divisao
Magnoliophyta (Angiospermae), classe Magnoliopsida (Dicotiledoneae), subclasse Rosidae,
ordem Rosales, familia Rosaceae, género Fragaria e a grande maioria das espécies cultivadas
atualmente pertencem a espécie Fragaria x ananassa Duch.

As plantas que compdem o género Fragaria sdo herbéceas, atingem de 15 a 30 cm de
altura, podendo ser rasteira e formar pequena touceira que aumenta de tamanho no decorrer
do cultivo. A reproducao pode ser vegetativa, por meio dos estoldes que formam as plantas
filhas, ou sexuada via sementes que estdo contidas nos aquénios. Apesar de ser uma cultura
perene, anualmente ¢ renovada devido ao aciimulo de doengas de um ciclo para outro
(RONQUIE, 1998). A planta ¢ constituida pelo sistema radicular, coroa, folhas, estoldes, flores
e frutos.

As raizes apresentam aspecto fibroso e surgem da coroa na base de cada folha nova
(Figura 1a) (BRAZANTI, 1989), sendo fasciculada, superficial, podendo atingir de 50 a 60
cm de profundidade. Aproximadamente 95% dessas raizes localizam-se nos primeiros 20 cm
de solo, com concentragdo maior nos primeiros cinco centimetros (RONQUE, 1998). As
raizes sao divididas em primérias e secunddrias; as secundarias sdo originadas das primadrias e

possuem como principal funcdo a absor¢ao de dgua e nutrientes.



b)Coroa; c)Estipula; d)Trifélio; e)Estolho; f)NO6 do estolho; g)Flor; h)Pseudofruto;

1)Aquénios.

A primeira parte da planta acima do solo ¢ a coroa (Figura 1b), que ¢ um rizoma
estolhoso, com entrends curtos, cilindrico e retorcido, com um condutor periférico em espiral
nos dois sentidos unidos as folhas, cujas gemas terminais originam as folhas compactas, os
estolhos ou as inflorescéncias, dependendo da sua idade fisioldgica, fotoperiodo e temperatura
(RONQUE, 1998). As gemas axilares normalmente formam coroas secundarias quando o
fotoperiodo € longo demais para formar flores ou mais curto que o necessario para a formagao
de estoloes (DURNER & POLING, 1988). Em uma plantagdo ¢ importante que todas as
plantas desenvolvam uma boa quantidade de coras laterais, pois estas estdo diretamente

relacionadas com a produtividade (RONQUE, 1998).



As folhas se originam da coroa de forma helicoidal, normalmente ¢ constituida de duas
estipulas membranaceas (Figura 1c), de um peciolo longo e, em geral, de trés foliolos, um
mediano e dois laterais (Figura 1d), ligados ao peciolo por meio de peciolulos. O tamanho dos
foliolos pode variar entre 3 a 20 cm, sofrendo influéncia do meio externo, como luminosidade
e temperatura (FOLQUER, 1986). A distribui¢do de foliolos mantém-se uniforme durante
todo o ciclo da cultura (QUEIROZ-VOLTAN et al., 1996). A coloragdo do limbo varia de
verde-clara até verde-escura, podendo apresentar-se brilhante a opaco e densamente piloso a
glabro (QUEIROZ-VOLTAN et al., 1996). Os foliolos sdo dentados e apresentam um grande
numero de estdmatos (300 a 400 estdmatos mm™), sendo devido a este aspecto morfoldgico
que o morangueiro ¢ muito sensivel ao déficit hidrico, baixa umidade relativa e altas
temperaturas, podendo uma folha transpirar até 25 ml de agua por dia (BRAZANTI, 1989). O
numero ¢ a area total de folhas no outono sdo diretamente relacionados com a producao de
frutos no ano seguinte; assim, uma reducdo na area foliar causada por moléstias ou condigdes
ambientais adversas tem um efeito direto na produtividade (RONQUE, 1998).

Os estoldes ou estolhos sdo 6rgaos vegetativos que se desenvolvem a partir das gemas
basais das folhas, crescem sobre a superficie do solo e tem a capacidade de emitir raizes e
originar novas plantas (Figura le). As novas plantas surgem dos nds (Figura 1f), formando
um conjunto de plantas em séries, pois cada nova planta forma outro estoldo que forma uma
nova planta e assim sucessivamente (RONQUE, 1998). As plantas formadas a partir do
estolho dependem inicialmente da nutricdo e da agua fornecida pela planta matriz, até o
desenvolvimento do proprio sistema radicular, o qual ocorre de 10-15 dias apos a emissdo das
folhas (BRAZANTI, 1989). Possivelmente, o primeiro estolho emitido da origem a uma
planta de maior desenvolvimento vegetativo e, supostamente, maior produtividade
(RONQUIE, 1998). As condigdes que favorecem a emissao de estolhos ¢ fotoperiodo superior
a 13-14 horas e temperatura maiores que 14 °C, sendo maxima em condig¢des de dias longos e
temperaturas de 20-26 °C (SONSTEBY, 1997). A produgéo de estolhos também ¢ estimulada
pelo maior vigor da planta, o que pode ser consequéncia da adubacdo empregada,
principalmente rica em nitrogénio, ou at¢ mesmo a maior quantidade de horas de frio
acumuladas antes da primavera (FRANQUEZ, 2008).

O morangueiro possui flores geralmente andréogenas, porém, algumas cultivares
podem ser unissexuais masculinas ou femininas (Figura 1g) (RONQUE, 1998). Sua simetria é
actinomorfa e apdés a fecundagdo o receptaculo perde a forma transformando-se no
pseudofruto (FOLQUER, 1986). As flores sdo agrupadas em inflorescéncias do tipo cimeira,

que possui um eixo primadrio, dois secundarios, quatro tercidrios e oito quaternarios, sendo
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que cada eixo carrega uma flor. O niumero de inflorescéncias por planta ¢ bastante varidvel
entre as cultivares e, muitas vezes, varia muito entre plantas da mesma cultivar
(BRANZANTI, 1989). Na fase de florescimento ocorre diferenciagdo do meristema
vegetativo para o floral, ocasionando a origem de pétalas, estames e pistilos. O androceu ¢
constituido por 20 estames, filamentados, um pouco mais curto que a corola e dentro do calice
(BRAZANTI, 1989). O gineceu dicarpelar apresenta varios carpelos muito pequenos. Os
pistilos possuem um estilete simples disposto lateralmente no estigma indiviso e ovario
(BRAZANTI, 1989). A corola ¢ pentamera, assim como o calice, tendo geralmente 5-8
pétalas, comumente brancas, com forma que varia desde eliptica a arredondadas ou ovais
(STAUDT, 1962). Para que ocorra a polinizagdo, a temperatura minima deve ser de 12 °C e a
umidade relativa inferior a 94%, sendo que pistilos com problemas de polinizagdo originam
frutos deformados (RONQUE, 1998).

O que ¢ comumente chamado de fruto do morangueiro (Figura 1h), na verdade ¢ um
pseudofruto constituido pelo receptaculo floral hipertrofiado, doce, carnoso e suculento, de
tamanho e contornos regulares e uniformes, polpa firme, de coloragdo vermelha, com 6timo
sabor e aroma, rico em materiais de reserva, onde se prendem os verdadeiros frutos, chamados
aquénios. Os aquénios sdo diminutos, amarelos ou avermelhados, duros e superficiais,
contendo uma unica semente (Figura 1i) (RONQUE, 1998). O desenvolvimento do aquénio
comeca ap6s a fertilizagdo, que estimula o engrossamento do receptaculo, que uma vez
transformado em carnoso, constitui um pseudofruto ou infrutescéncia, que recebe o nome de

morango (BRANZANTI, 1989).

3.2. Caracterizacgio e genealogia das cultivares

O desenvolvimento vegetativo e produtivo do morangueiro ¢ influenciado
principalmente por dois fatores ambientais; fotoperiodo e temperatura. Estes, na maioria dos
casos, sao determinantes para definir as regides adequadas para cultivo. Antunes et al. (2006)
relatam a importancia de identificar o comportamento do morangueiro no local de cultivo,
podendo-se levar em consideragao os caracteres morfoldgicos, como descrito por Passos et al.
(1994). Entretanto, ¢ de fundamental importidncia conhecer os principais caracteres
morfoldgicos do morangueiro no seu local de origem, onde foi selecionado e apresentou
vantagens competitivas em relagdo aos demais clones. Desta forma, a descri¢ao morfoldgica
apresentada ¢ baseada em diversos trabalhos de caracterizagdo para pedido de patente nos

Estados Unidos, com exce¢do da cultivar Campinas, desenvolvida e avaliada no Brasil. Sendo
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assim, as descri¢des a seguir estdo relacionadas as potencialidades das cultivares, que podem
ou ndo serem expressas dependendo do local de cultivo. Cabe ressaltar também que a
genealogia parcial das cultivares Camarosa, Campinas, Dover, Oso Grande, Sweet Charlie e
Tudla apresentadas a seguir foram construidas a partir de uma revisao bibliografica em sites,

livros, periddicos e arquivos de patente.

3.2.1. Aromas

Desenvolvido na Universidade da Califérnia (EUA), foi inicialmente designada
como ‘CN209’, sendo resultado do cruzamento realizado em 1991 entre os clones ‘Cal.
87.112-6’ e ‘Cal. 88.270-1° (Tabela 1) (FAEDI et al., 2009). Caracteriza-se como cultivar de
dia neutro, vigor e densidade foliar média, formato do recorte da folha arredondada, folha de
tamanho médio, cor da superficie adaxial verde-escura, médio brilho foliar, estipula pequena,
inicio da flora¢do precoce, flores posicionadas acima do dossel, de 5 a 8 pétalas, corola de
tamanho médio e do mesmo tamanho que o calice, refloragdo média, fruto primario grande de
formato cuneiforme, com insercdo no calice saliente, epiderme medianamente resistente, de
coloracdo vermelho-negro e brilho médio, célice de tamanho médio e de facil remocgao,
sépalas de tamanho médio, aquénios de tamanho intermediario, nimero mediano e salientes
na epiderme, polpa vermelha e firme, cavidade interna do fruto de tamanho médio, teores
medianos de agucares, acidez e flavor, com qualidade organoléptica mediana e de colheita

tardia (SHAW, 1998a).

Tabela 1. Genitores, pais de origem e ano de lancamento das cultivares Aromas, Camino

Real, Diamante, Toyonoka e Ventana.

Cultivar Pais de Origem Genitores Ano
Aromas USA - California ‘Cal. 87.112-6’ x “Cal. 88.270-1° 1991
Camino Real ~ USA - California ‘Cal.89.230-7’ x ‘Cal.90.253-3’ 1994
Diamante USA - Califérnia ‘Cal. 87.112-6’ x “Cal. 88.270-1" 1992
Toyonoka Japao Himiko x Harunoka 1983
Ventana USA - Califérnia ‘Cal.93.70-606’ x ‘Cal.92.35-601° 1996




3.2.2. Camarosa

Desenvolvida na Universidade da Califéornia (EUA), foi inicialmente designada
como ‘Cal. 88.24-603", resultado do cruzamento realizado em 1988 entre a cultivar Douglas e
o clone ‘Cal. 85.218-605" (Figura 2) (FAEDI et al., 2009). Caracteriza-se como cultivar de
dias curtos, vigor médio-forte e densidade foliar média, formato do recorte da folha
arredondada, folha de tamanho médio, cor da superficie adaxial verde-clara, médio brilho
foliar, auséncia de estipula, inicio da floracdo muito precoce, flores posicionadas no meio do
dossel e de 5 a 8 pétalas, corola de tamanho médio e do mesmo tamanho que o célice,
refloragdo média, fruto primario grande de formato quase cilindrico, com inser¢@o no calice
saliente, epiderme do fruto medianamente resistente, com coloragdao vermelho-escuro e brilho
médio, calice de tamanho grande e de facil remocao, sépalas de tamanho médio, aquénios de
tamanho intermedidrio, em grande nimero e inclusos na epiderme, polpa vermelha e muito
firme, cavidade interna do fruto pequena, teor muito alto de agucar, teores medianos de acidez
e flavor, com boa qualidade organoléptica e de colheita precoce (VOTH et al., 1994). Em
relacdo as doencas, ¢ suscetivel a mancha de micosferela (Mycosphaerella fragariae), a
antracnose (Colletotrichum fragariae e Colletotrichum acutatum) € ao mofo cinzento

(Botrytis cinerea) (SANTOS, 2005).

Missionary (mutacao)

Cal. 46.5-1 Blakemore Crescent
Cal. 21.9 Howard 17
Tufts 79 Howard 1
Lassen
Tioga Cal. 86.6
Douglas Cal. 161.1
Tioga Nick Ohmer
Cal. 42.8-16
Camarosa Cal. TxS
Cal. 52 16-15
Cal. 85.218-605 Sequoia
Cal. 51 51-1

Figura 2. Genealogia parcial da cultivar de morangueiro Camarosa.



3.2.3. Camino Real

Desenvolvida na Universidade da Califéornia (EUA), foi inicialmente designada
como ‘C213’, sendo resultado do cruzamento realizado em 1994 entre os clones ‘Cal. 89.230-
7> e ‘Cal. 90.253-3" (Tabela 1) (FAEDI et al., 2009). Caracteriza-se como cultivar de dias
curtos, vigor e densidade foliar média, formato do recorte da folha arredondado, folha de
tamanho médio, cor da superficie adaxial verde-clara, médio brilho foliar, estipula pequena,
inicio da floracdo precoce, flores posicionadas no meio do dossel, com 5 a 8 pétalas, corola de
tamanho médio e menor que o cdlice, refloracdo média, fruto muito grande de formato quase
cilindrico, com insercdo do mesmo nivel do calice, epiderme do fruto medianamente
resistente, de coloragao vermelho-escuro e brilho fraco, calice grande e de facil remogao,
sépalas de tamanho médio, aquénios de tamanho intermediario, nimero mediano e inclusos na
epiderme, polpa vermelho-escuro e firme, cavidade interna do fruto pequena, teores medianos
de aglcares, média acidez e flavor fraco, com pouca qualidade organoléptica e de colheita

precoce (SHAW & LARSON, 2002).

3.2.4. Campinas

Desenvolvida em 1960 no Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), Sao Paulo,
Brasil. E resultado do cruzamento entre as cultivares norte-americanas Donner e Tahoe.
Caracteriza-se como cultivar de dias curtos, planta vigorosa, semi-eretas, com folhas
arredondadas e verde-escuras, boa produtividade, precoce, frutos pouco protegidos pelas
folhas, o calice destaca-se facilmente do fruto, fruto grande, de formato conico alongado, com
pescogo, regularmente firme, epiderme vermelho-rosa e brilhante, internamente rosa,
aquénios reentrantes, altos teores de acticares e com boa qualidade organoléptica. Em cultivos
comerciais especializados na producdo de mudas ¢ normal obter 120-180 mudas de estolho
por planta, correspondendo a 840.000-1.260.000 mudas por hectare. Em relagdo as doengas, ¢
tolerante a mancha angular (Xanthomonas fragariae), susceptivel a rizoctoniose
(Rhizoctonia), antracnose (Colletotrichum sp), a murcha de verticilium (Verticillium albo-
atrum) e a mancha de micosferela (Mycosphaerella fragariae) (CAMARGO & PASSOS,
1993).
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Cal. 145.52
Donner
Cal. 222
Campinas
Cal. 144 .21
Tahoe
Cal. 143.32

Figura 3. Genealogia parcial da cultivar de morangueiro Campinas.

3.2.5. Diamante

Desenvolvida na Universidade da California (EUA), foi inicialmente designada
como ‘CN210’, resultado do cruzamento realizado em 1992 entre os clones ‘Cal. 87.112-6" ¢
‘Cal. 88.270-1’ (Tabela 1) (FAEDI et al., 2009). Caracteriza-se como cultivar de dia neutro,
vigor médio e fraca densidade foliar, formato do recorte da folha arredondada, folha de
tamanho médio, cor da superficie adaxial verde-escuro, médio brilho foliar, estipula pequena,
inicio da floracdo precoce, flores posicionadas acima do dossel, com 5 a 8 pétalas, corola de
tamanho médio e do mesmo tamanho que o calice, refloracdo média, fruto primario muito
grande de formato conico, com inser¢ao no calice saliente, epiderme resistente, de coloracao
vermelho-alaranjada e brilho muito forte, calice de tamanho médio e de facil remocao, sépalas
de tamanho médio, aquénios de tamanho intermediario, em grande numero e salientes na
epiderme, polpa vermelho-alaranjada e muito firme, cavidade interna do fruto pequena, teores
medianos de agtcares e flavor, fraca acidez, com qualidade organoléptica mediana e de

colheita precoce (SHAW, 1998b).

3.2.6. Dover

Desenvolvida na Universidade da Florida (EUA), esta cultivar foi selecionada para a
caracteristica de resisténcia a antracnose nas condi¢des da Florida, resultado do cruzamento
realizado em 1973 entre a cultivar Florida Belle e o clone ‘Fla. 71-189° (Figura 4)
(HOWARD & ALBREGTS, 1980). Essa cultivar ¢ caracterizada por alta produtividade, vigor
médio, coroa grossa, produ¢do inicial precoce, fruto grande de formato conico-alongado,
epiderme e polpa de coloragdo vermelho intensa, pouco acido e de aroma pouco evidenciado,

frutos de pouco sabor, alta sensibilidade ao ataque de Xanthomonas e tolerancia a fungos de
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solo. A firmeza do fruto possibilita boa conservagdo pos-colheita, adequado para mercados

distantes das areas de producdo (HOWARD & ALBREGTS, 1980; SANTOS, 2005).

Cal. 52 16-15
Sequoia
Cal. 51 51-1
MDUS 2101
Florida Belle
Earlibelle Autopolinizagdo (NC 1065)
Albritton
Dover Autopolinizagdo (NC1053)
Tioga
Missionary (mutagéo)
Fla.71-189 Florida 90
Klonmor
69-1320 Missionary (mutagao)
Cal 42.8-16
Tioga Blakemore Crescent
Cal. 21.9
Z9 Howard 17
Lassen
Cal.86.6 Howard 1
Cal. 161.1
Nick Ohmer

Figura 4. Genealogia parcial da cultivar de morangueiro Dover.

3.2.7. Oso Grande

Desenvolvida na Universidade da California (EUA), foi inicialmente designada
como ‘Cal. 81.43-603’, resultado do cruzamento realizado em 1981 entre a cultivar Parker € o
clone ‘Cal. 77.3-603" (Figura 5) (FAEDI et al., 2009). Caracteriza-se como cultivar de dias
curtos, vigor médio-forte e densidade foliar média, formato do recorte da folha serrilhada,
folha de tamanho médio, cor da superficie adaxial verde-escura, médio brilho foliar, estipula
grande, inicio da floracdo precoce, flores posicionadas no meio do dossel, com 5 a 8 pétalas,
corola de tamanho médio e do mesmo tamanho que o célice, refloragdo média, fruto primario
grande de formato cuneiforme, com insercao no nivel do célice, epiderme medianamente
resistente, de coloracdo vermelho-escuro e pouco brilho, calice de tamanho médio e facilidade
de remoc¢do mediana, sépalas de tamanho médio, aquénios de tamanho intermedidrio, em
grande numero e emergentes na epiderme, polpa amarelo-esbranquigada e firme, cavidade
interna do fruto grande, altos teores de acucares, teores medianos de acidez e flavor, com

qualidade organoléptica mediana e de colheita nem precoce e nem tardia (VOTH &
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BRINGHURST, 1989). E sensivel a fungos de solo, tolerante ao mofo cinzento (B. cinerea),
susceptivel & mancha de micosferela (M. fragariae) e a antracnose (C. fragariae e C.
acutatum) (SANTOS, 2005).

Missionary (mutac¢ao)

Cal. 46.5-1 Blakemore
Cal. 21.9 Crescent
Tufts 79 Howard 17
Lassen Howard 1
Tioga Cal.86.6
Douglas Cal. 161.1
Tioga Nick Ohmer
Cal 42.8-16
Parker Cal. TxS
Cal. 52 16-15
Sequoia
Tufts Cal. 51 51-1
Oso Cal. 71 98-605
Grande Cal. 63 7-101
Cal. 6 97-101
Tioga
Cal. 77.3-603 Sequoia
Sequoia
Pajaro
Cal. 63 7-101

Figura 5. Genealogia parcial da cultivar de morangueiro Oso Grande.

3.2.8. Sweet Charlie

Desenvolvida na Universidade da Florida (EUA), foi inicialmente designada como
‘FL 85-4925°, resultado do cruzamento realizado em 1992 entre a cultivar Pajaro e o clone
‘FL 80-456° (Figura 6) (FAEDI et al., 2009). Caracteriza-se como cultivar de dias curtos,
vigor e densidade foliar média, formato do recorte da folha arredondada, folha de tamanho
médio, cor da superficie adaxial verde-escura, médio brilho foliar, estipula grande, inicio da
floragao muito precoce, flores posicionadas no meio do dossel, com 5 a 8 pétalas, corola de
tamanho médio e do mesmo tamanho que o célice, refloracao média, fruto primario médio de
formato quase cilindrico, incluso no calice, epiderme medianamente resistente, de coloragao
vermelho-escuro e brilho muito forte, calice de tamanho médio e de facil remocao, sépalas de
tamanho médio, aquénios de tamanho e nimero intermedidrio e emergentes na epiderme,
polpa vermelha e pouco firme, cavidade interna do fruto pequena, altos teores de agtcar,
teores medianos de acidez e flavor, com boa qualidade organoléptica e de colheita muito

precoce (HOWARD, 1994).
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FL 80-456

Sweet Charlie Cal. 63 7-101

Pajaro Cal. 52 16-15
Sequoia
Cal. 51 51-1

Figura 6. Genealogia parcial da cultivar de morangueiro Sweet Charlie.

3.2.9. Toyonoka

Cultivar desenvolvida no Japao por meio do cruzamento realizado em 1983 entre as
cultivares Himiko e Harunoka (Tabela 1) (FAEDI et al., 2009). Caracteriza-se como cultivar
de dias curtos, vigor médio-forte ¢ densidade foliar média, formato do recorte da folha
arredondada, folha grande, cor da superficie adaxial verde-clara, médio brilho foliar, estipula
grande, inicio da floragdo muito precoce, flores posicionadas acima do dossel e com cinco
pétalas, corola de tamanho médio e do mesmo tamanho que o célice, pequena refloracao, fruto
primario de tamanho mediano de formato quase cilindrico, com inser¢cao no calice saliente,
epiderme medianamente resistente, de coloragdo vermelho-alaranjado e pouco brilho, célice
de tamanho mediano e de facil remocao, sépalas de tamanho médio, aquénios pequenos, em
numero intermedidrio e salientes na epiderme, polpa amarelo-esbranquicado e pouco firme,
cavidade interna do fruto pequena, teores muito alto de agticar ¢ medianos de acidez e flavor,

com boa qualidade organoléptica e de colheita muito precoce (FAEDI et al., 2009).

3.2.10. Tudla

Cultivar desenvolvida na Espanha por meio do cruzamento realizado em 1992 entre
as cultivares Parker e Chandler (Figura 7) (FAEDI et al., 2009). Caracteriza-se como cultivar
de dias curtos, vigor médio-forte ¢ densidade foliar média, formato do recorte da folha
arredondada, folha de tamanho médio, cor da superficie adaxial verde-clara, médio brilho
foliar, estipula pequena, inicio da floracdo precoce, flores posicionadas no meio do dossel,
com 5 a 8 pétalas, corola de tamanho médio e maior que o calice, refloragdo média, fruto
primario grande de formato quase cilindrico, com inser¢ao no célice saliente, epiderme sem
resisténcia, de colora¢ao vermelho-escuro e brilho médio, calice de tamanho mediano e de

facil remocao, sépalas pequenas, aquénios pequenos, em numero mediano e salientes na
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epiderme, polpa vermelha e firme, cavidade interna do fruto pequena, teor muito alto de
acucar, alta acidez e flavor mediano, com boa qualidade organoléptica e de colheita precoce
(FAEDI et al., 2009). Tolerante ao mofo cinzento (B. cinerea) e susceptivel a mancha de

micosferela (M. fragariae) e a antracnose (C. fragariae e C. acutatum) (SANTOS, 2005).

Missionary (mutagéo)

Cal. 46.5-1 Blakemore
Cal. 21.9 Crescent
Tufts 79 Howard 17
Lassen Howard 1
Tioga Cal. 86.6
Douglas Cal.161.1
Tioga Nick Ohmer
Cal 42.8-16
Parker Cal. TxS
Cal. 52 16-15
Sequoia
Tudla Tufts Cal. 51 51-1
Cal. 71 98-605
Cal. 63 7-101
Douglas Cal. 6 97-101
Chandler Sequoia
Cal. 72 361-105

Figura 7. Genealogia parcial da cultivar de morangueiro Tudla.

3.2.11. Ventana

Desenvolvida na Universidade da California (EUA), foi inicialmente designada
como ‘C216’, resultado do cruzamento realizado em 1996 entre os clones ‘Cal. 93.170-606’ e
‘Cal. 92.35-60’ (Tabela 1) (FAEDI et al., 2009). Caracteriza-se como cultivar de dias curtos,
vigor médio-forte e alta densidade foliar, formato do recorte da folha serrilhada, folha de
tamanho médio, cor da superficie adaxial verde-escura, médio brilho foliar, estipula pequena,
inicio da floracdo muito precoce, flores posicionadas no meio do dossel, de 5 a 8 pétalas,
corola de tamanho médio e do mesmo tamanho que o célice, refloragdo média, fruto primario
grande de formato cOnico, com inser¢do no nivel do calice, epiderme medianamente
resistente, de coloragdo vermelho-escuro e brilho mediano, célice grande e de facil remocao,
sépalas de tamanho médio, aquénios pequenos, em grande nimero e inclusos na epiderme,
polpa vermelho-alaranjado e firme, cavidade interna pequena, teores medianos de acucares e
acidez, flavor fraco, com qualidade organoléptica mediana e de colheita muito precoce

(LARSON & SHAW, 2003).

15



3.3. Marcadores moleculares RAPD

Muitos métodos estdo disponiveis para avaliar a divergéncia genética em populagdes
de plantas. Essas metodologias diferenciam-se na habilidade em detectar diferengas entre
individuos, custos, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade dos resultados (MILACH,
1998). Os marcadores RAPD (random amplified polymorphic DNA), proposto por Williams
et al. (1990) esta no grupo dos principais marcadores utilizados no estudo de divergéncia
genética em populagdes de plantas. A técnica consiste na extragdo do DNA de individuos,
amplificacdo de fragmentos deste DNA pela técnica da PCR, separacdo de fragmentos
amplificados de comprimentos diferentes por eletroforese e visualizagdo de bandas
correspondentes a regides amplificadas por meio de coloragdo dos fragmentos de DNA com
brometo de etidio ou SYBR Green (MILACH, 1998).

Os marcadores RAPD sdo dominantes, visto que a presenca de uma determinada
banda ndo determina se o loco correspondente ¢ homozigoto (AA) ou heterozigoto (Aa)
(WILLIAMS et al., 1990). Porém, os marcadores moleculares revelam uma marca ou
fragmento que permite comparar os individuos em estudo quanto a sua presencga ou auséncia.
Assim, as bandas reveladas sdo codificadas numa matriz formada pelos ntimeros 1 e 0, ao
qual sera aplicado o método estatistico (MEYER, 2002).

Os marcadores RAPD sdo mais simples que outros marcadores moleculares, como,
por exemplo, RFLP (restriction fragment length polymorphism), AFLP (amplified fragment
length polymorphism), SSR (simple sequence repeats) e ISSR (inter simple sequence repeat),
facilitando o estudo de um grande numero de locos e fornecendo uma maior amostragem
aleatoria do DNA (WILLIAMS et al., 1990). O método apresenta como vantagem a nao
utilizacdo de radioatividade, ndo requer o conhecimento prévio da sequéncia alvo a ser
amplificada, necessita de pequenas quantidades de DNA, ¢ aplicavel a qualquer espécie, baixo
custo, facilidade e rapidez no emprego da técnica. Por outro lado, a técnica ainda ¢ criticada
pela baixa repetibilidade experimental, embora esse problema possa ser contornado com a
utilizacdo de mais primers e de critérios mais rigidos no momento da interpretacdo dos
resultados (TELLES et al., 2001). Ainda, ocorrem alteragdes nos resultados em funcao das
condi¢des da PCR, tais como a concentragdo de MgCl, de DNA molde e de nucleotideos na
solucdo, a temperatura de andamento, o tipo de polimerase, o tipo de termociclador e a
composi¢ao dos primers (MILACH, 1998).

Os marcadores moleculares RAPD tém sido utilizados em grande nimero de culturas

e em diversas ocasides, como, por exemplo, na caracteriza¢ao de genotipos de mirtilo (SILVA
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et al., 2008), na confirmacdo de hibridos interespecifico artificiais no género Passiflora
(JUNQUEIRA et al., 2008), na identificagdo da origem genética de plantulas em sementes
poliembridnicas de mangueira (CORDEIRO et al., 2006), na similaridade genética de
cultivares de alho (MOTA et al., 2006), na diversidade genética em quiabeiro
(MARTINELLO et al., 2003), dentre outras.

Na cultura do morangueiro os marcadores RAPD demonstram ser eficientes na
identificacdo e analise de divergéncia genética de cultivares. No trabalho de Gidoni et al.
(1994), foram utilizados 10 primers para identificacdo de oito cultivares de morangueiro,
sendo que os autores concluiram que a técnica € eficiente para tal finalidade. Ja no estudo de
Parent & Pagé (1995), foi possivel a identificagdo de 13 cultivares de morangueiro por meio
de uma chave dicotomica gerada a partir de dados RAPD. Em seu trabalho, Graham et al.
(1996) estudaram oito clones de morangueiro com 116 marcadores RAPD; comparando os
dendogramas formados com os dados de RAPD e com os dados da genealogia, concluiram
que o grau de similaridade quando estimado pelo pedigree ¢ menor que aquele calculado
pelos dados moleculares, indicando que o método de pedigree apresenta diferencas grandes
em cultivares que na verdade sao semelhantes pelo método RAPD. Mais recentemente, Conti
et al. (2002a) estudaram a similaridade genética de 26 cultivares de morango e concluiram
que com o método de RAPD ¢ possivel fazer inferéncias precisas quanto a similaridade entre
cultivares. Em outro trabalho, Conti et al. (2002b) compararam o método de caracterizacao
molecular com o morfologico e concluiram que ¢ viavel utilizar o método de caracterizagao

molecular RAPD no morangueiro.

3.4. Marcadores ISSR

Os marcadores SSR (simple sequence repeats), também conhecidos como
microssatélites, sdo sequéncias bastante frequentes de nucleotideos, entre 1 a 6 bases,
distribuidos ao acaso no genoma de seres eucariotas. Os locos de SSR se tornaram uma nova
geragdao de marcadores genéticos, porém, o uso deste marcador requer o conhecimento prévio
da sequéncia de nucleotideos para que se construam os primers que serdo usados na PCR
(LIU & WENDEL, 2001). Entretanto, descobrir e caracterizar um nimero grande de primers
SSR ¢ demorado, além de ser um processo oneroso. Desta forma, Zietjiewicz et al. (1994)
desenvolveram um tipo de marcador baseado em SSR, os chamados ISSR (inter simple

sequence repeats).
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A reagdo de PCR-ISSR utiliza um unico primer geralmente longo (16 a 25 pb) e
constituido por sequéncias de “di” ou “tri” nucleotideos. O produto da reacdo de PCR sao
sequéncias de diferentes tamanhos localizadas entre duas regides repetidas de microssatélites
idénticas orientadas em dire¢des opostas (WOLFE, 2005). O tamanho dos fragmentos
amplificados varia de 200 a 2000 pb e apresentam alta repetibilidade, devido possivelmente,
ao uso de primers longos o qual permitem um subsequente uso de altas temperaturas de
pareamento do mesmo (BORNET & BRANCHARD, 2001). Para separacao e visualizacao
dos produtos da amplificagdo pode ser utilizada eletroforese em gel de agarose e coloragdo
com brometo de etideo (JOSHI et al., 2000) ou eletroforese em gel de poliacrilamida e
coloracdo com nitrato de prata (BLAIR et al., 1999).

A principal vantagem dos marcadores ISSR ¢ que a amplificacdo nao requer
informacdes de sucessdo do genoma e de padrdes altamente polimorficos, ou seja, nao
requerem informacdes prévias da sequéncia de DNA do organismo em estudo. Além disso,
obtém-se resultados rapidos, com muita eficiéncia, alta repetibilidade e baixo custo
(ZIETJIEWICZ et al., 1994). Entretanto, uma desvantagem dos marcadores ISSR ¢ a sua
dominancia (ZIETJIEWICZ et al., 1994).

Atualmente, os marcadores ISSR vem sendo utilizados em estudos de populagdes
naturais de plantas, fungos e insetos (WOLFE, 2005), provando ser util também em detecgao
clonal, estudos de divergéncia genética e identificacdo de individuos aparentados (WOLFE &
LISTON, 1998; WOLFE et al., 1998; WOLFE & RANDLE, 2001; SOUZA et al., 2005;
SLOTTA & PORTER, 2006).

No morangueiro, ainda ¢ incipiente os estudos de divergéncia utilizando os
marcadores ISSR, ficando o estudo restrito a poucos trabalhos. Hussein et al. (2008)
estudaram a divergéncia genética de seis cultivares de morangueiro por meio dos marcadores
ISSR e observaram que a técnica apresentou distingdo adequada entre todas as cultivares de
morango, concluindo que a mesma tem grande potencial na identificagdo de cultivares,
aliando simplicidade, rapidez, sendo altamente discriminante e de confianga. Anita et al.
(2004) estudaram as relagdes genéticas entre 24 cultivares de morango usando RAPD e ISSR
e obtiveram resultados semelhantes para ambas as técnicas, porém, os valores de similaridade
baseada em dados de ISSR foram maiores do que aqueles baseados em RAPD. Um estudo
com 24 cultivares de morango comparando os marcadores ISSR e RAPD foi realizado por
Korbin et al. (2002), sendo observado semelhanca nos agrupamentos de similaridade das

cultivares. Entretanto, a conclusdo que os autores chegaram ¢ que foi necessario seis vezes
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mais primers RAPD para alcancar valores semelhantes de similaridade aos obtidos pelos

marcadores ISSR.

3.5. Caracteres morfoagronomicos no estudo de divergéncia genética

Os primeiros relatos da utilizacdo de caracteres morfoldgicos estdo relacionados a
identificacdo, descricdo e classificacdo dos seres vivos (MUHLENS et al., 2000). Charles
Darwin foi um dos primeiros a utilizar a morfologia para obter conclusdes importantes sobre a
teoria da selecdo natural, pela observacdo de caracteres morfoldgicos internos e externos dos
vegetais, tais como tamanho, disposicdo, cor, forma e posicdo dos elementos estruturais da
planta, sendo todos eles de facil identificagdo visual (AMORIM, 1996). A construgdao dos
primeiros mapas genéticos, as teorias sobre ligacdes génicas e mendelianas, também
utilizaram caracteres morfoldgicos como base de estudo (STEINER & GREENE, 1996).

Os caracteres morfoagrondmicos sdo tradicionalmente usados na caracterizacdo de
cultivares e tém sua importancia reconhecida. Apresentam, porém, algumas limitagdes
principalmente pelo efeito do ambiente, fazendo com que nao sejam caracteres estaveis, além
de muitos serem avaliados somente nas plantas adultas, o que requer tempo e espago
(VIEIRA, 2004). Contudo, eles tém papel fundamental na divulgagdo das caracteristicas
agrondmicas de novos materiais genéticos, influenciando decisivamente a escolha de
cultivares (PECCHIONI et al., 1996).

A principal vantagem dos caracteres morfoagronomicos nos estudos de divergéncia
genética ¢ o baixo custo, sendo a maior parte das avaliagdes visuais, ndo envolvendo analises
laboratoriais, ao contrario do que acontece com os marcadores moleculares e bioquimicos.
Como desvantagem, Castellen (2000) relata que os caracteres morfologicos sdo controlados
por um baixo numero de locos e, também, poucas espécies apresentam caracteristicas de facil
identificagdo com heranca mendeliana simples. Outras desvantagens, conforme Ferreira &
Grattapaglia (1998), s@o a presenca de um pequeno numero de caracteres morfologicos
ligados a genes de importdncia econOmica e o fato desses caracteres somente serem
identificados, em sua maioria, na planta adulta. Outro fator importante a ser considerado ¢ que
os caracteres morfologicos, frequentemente, sdo controlados por genes dominantes, nao
permitindo distinguir plantas heterozigoticas, sendo expressos muitas vezes somente na planta
adulta, ndo sendo praticos quando se trabalha com espécies de ciclo de vida longo
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Os principais caracteres morfoagrondmicos levados em considera¢do na identificacao
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e caracterizagdo de cultivares de morangueiro sdo descritos por Faedi et al. (2009), sendo eles
encontrados nos diferentes 6rgdos vegetais. Sao eles:

- Na planta: numero de coroas, habito vegetativo, densidade foliar, inicio da floracao, vigor e
uniformidade do vigor;

- Folhas: formato do foliolo terminal, forma do recorte, relacio comprimento/largura, cor
pagina superior, brilho, pigmentagao da estipula;

- Flor: posi¢dao, nimero de pétalas, tamanho da corola, tamanho da corola em relagdo ao
calice, refloragdo, facilidade de remocao, tamanho do célice e das sépalas;

- Frutos: producao, regularidade na producdo, uniformidade de produ¢do, inser¢do no calice,
formato mais frequente, resisténcia da epiderme, cor, brilho, homogeneidade da cor, cor da
ponta;

- Aquénios: cor, tamanho, nimero e inser¢cao na polpa; e

- Polpa: cor, firmeza e tamanho da cavidade interna.

Conti et al. (2002b) utilizaram caracteres morfologicos (forma dos dentes, angulo da
base e razdo entre o comprimento e a largura do foliolo, cor da folha, posicdo da
inflorescéncia em relagdo a folhagem e tamanho do célice em relagao ao fruto) e marcadores
moleculares para estudo de divergéncia genética em cultivares de morangueiro, e observaram
que a disposicao das cinco cultivares nos dendogramas foi igual, s6 diferindo o grau de
similaridade entre elas. Desta forma, a utilizagdo de caracteres morfolégicos para estudo de
divergéncia genética em morangueiro pode ser uma opgao interessante, pois nao necessita de

equipamentos e reagentes caros, com redugdo consideravel de custos.
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CAPITULO 1

DIVERGENCIA GENETICA ENTRE CULTIVARES DE MORANGUEIRO POR
MEIO DE MARCADORES MOLECULARES RAPD E ISSR

RESUMO

O morango ¢ muito apreciado em todo o mundo, sendo considerado o principal fruto
do grupo das pequenas frutas. A caracterizacdo de suas cultivares, por meio de marcadores
moleculares, possibilita maior conhecimento do germoplasma disponivel, fornecendo rapidas
estimativas da diversidade genética em plantas, sendo essas informagdes uteis para o inicio de
um programa de melhoramento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a divergéncia genética
de 11 cultivares de morangueiro por meio de marcadores moleculares RAPD e ISSR,
indicando os possiveis cruzamentos promissores. Para tanto, a extragdo do DNA seguiu o
protocolo CTAB modificado, sendo a amplificacdo feita em PCR. Os fragmentos de DNA
foram separados em gel de agarose e corados com SYBR Green, no caso do RAPD, e em gel
de poliacrilamida e corados com nitrato de prata, para os marcadores ISSR. A partir da leitura
dos g¢is, tanto para RAPD como para ISSR, gerou-se uma matriz bindria em que os
individuos foram genotipados quanto a presenga e auséncia de bandas. A matriz de
similaridade genética foi estimada pelo coeficiente de Jaccard. Com base nessa matriz, as
cultivares foram agrupadas usando o método UPGMA. O dendograma gerado pelos
marcadores RAPD distribuiu as cultivares em trés grupos e os marcadores ISSR geraram dois
grupos, ndo existindo relagdo direta nos agrupamentos quando comparados os dois
marcadores. O agrupamento proposto pelo método ISSR ¢ mais coerente com a origem e a
genealogia das cultivares do que aquele proposto pelo método RAPD, podendo ser
considerado o método mais eficiente no estudo de divergéncia genética do morangueiro. A
cultivar Sweet Charlie pode ser util em programas de melhoramento devido a sua divergéncia
genética em relacdo as outras cultivares. Os cruzamentos mais promissores, com base na
divergéncia genética estimada a partir de dados moleculares RAPD e ISSR, sdo entre as

cultivares Tudla e Ventana e entre Oso Grande e Ventana, respectivamente.

Palavras-chave: Fragaria x ananassa Duch., melhoramento de plantas, similaridade,

predicao de cruzamentos.
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ABSTRACT

Rafael Gustavo Ferreira Morales. Genetic diversity in strawberry cultivars based on molecular

markers RAPD and ISSR.

The fruit of the strawberry is very popular throughout the world and is considered the main
result of the group of small fruit. The characterization of their cultivars through molecular
markers, provides better knowledge of the available germplasm, providing quick estimates of
genetic diversity in plants, this information is useful for the beginning of a breeding program.
The aim of this study was to evaluate the genetic diversity of 11 strawberry cultivars by
RAPD and ISSR markers, indicating the possible crosses promising. Therefore, ADN
extraction followed the CTAB protocol modified, being made in PCR amplification. The
ADN fragments were separated on agarose gel and stained with SYBR Green, in the case of
RAPD, and polyacrylamide gel and stained with silver nitrate for the ISSR markers. From the
reading of the gels, both RAPD and ISSR, generated is a binary matrix in which the
individuals were genotyped for the presence and absence of bands. The genetic similarity
matrix was estimated by Jaccard coefficient. Based on this matrix, the cultivars were grouped
using the UPGMA. The dendrogram generated by RAPD markers distributed the cultivars
into three groups and ISSR markers generated two groups, and there is no direct relationship
in the groups when comparing the two markers. The grouping method proposed by ISSR is
more consistent with the origin and genealogy of cultivars than that proposed by the RAPD
method, can be considered the most efficient method in the study of genetic diversity in
strawberry. Cultivar Sweet Charlie may be useful in breeding programs due to the high
genetic diversity in relation to other cultivars. The most promising crosses, based on data and
ISSR molecular markers, are among cultivars Tudla and Ventana, and Oso Grande and

Ventana, respectively.

Keywords: Fragaria x ananassa Duch., plant breeding, similarity, prediction crosses.
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1. INTRODUCAO

O fruto do morangueiro ¢ muito apreciado em todo o mundo, tendo como maiores
produtores e consumidores paises de primeiro mundo, como Estados Unidos, Espanha, Italia,
dentre outros. Nesses paises existem programas de melhoramento visando, principalmente, o
aumento da produtividade, o tempo de armazenamento pds-colheita e a resisténcia a fungos e
pragas (CAMARGO & PASSOS, 1993). De forma geral, as cultivares plantadas em todo o
mundo sdo oriundas desses paises, como ¢ o caso da Camarosa, Dover, Oso Grande (EUA),
Tudla (Espanha) e Toyonoka (Japao). O cultivo dessas cultivares em condi¢des climaticas
diferentes do local de sele¢do pode prejudicar o desenvolvimento da planta. Entretanto, a sua
utilizacdo em programas de melhoramento em paises onde o cultivo ainda ¢ dependente do
material genético estrangeiro ¢ uma opc¢ao interessante, reduzindo-se os efeitos ambientais e
proporcionando, consequentemente, aumento de produtividade.

Diferentes caracteres de plantas sdo fontes de informagao que estdo, ou podem estar,
disponiveis para qualquer grupo de gendtipos. Tais caracteres podem ser divididos em quatro
grupos: agronOmicos, morfolégicos, bioquimicos e moleculares. As diferencas entre
gendtipos, em relacdo a quaisquer desses caracteres, revelam informagdes sobre as relagdes
genéticas entre as constitui¢des estudadas (LORENCETTI et al., 20006).

A caracterizagdo de genotipos com marcadores moleculares baseados em DNA
possibilita maior conhecimento do germoplasma disponivel para o inicio de um programa de
melhoramento, pois permite a determinagdo do nivel de divergéncia genética e o padrao
molecular de cada cultivar, dados que auxiliam o delineamento racional de cruzamentos para
obtencao de cultivares superiores em curto prazo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Diversas técnicas moleculares baseadas na analise do DNA estdo disponiveis para
estudos de divergéncia genética. Dentre estas, os marcadores RAPD (random amplification of
polymorphic DNA), AFLP (amplified fragment length polymorphism), SSR (simple sequence
repeat) e ISSR (inter simple sequence repeat) sdo os mais utilizados. Os marcadores RAPD
apresentam vantagens por serem de simples execucdo e de baixo custo (Torres et al., 2003),
porém, apresentam problemas de repetibilidade experimental, produzindo dados de menor
confiabilidade. Entretanto, marcadores ISSR combinam a simplicidade e o baixo custo do
RAPD com a alta repetibilidade do AFLP e SSR, sendo assim, o mais indicado para trabalhos
onde nao ha conhecimento prévio do genoma.

Na cultura do morangueiro os marcadores moleculares RAPD demonstraram

eficiéncia na identificagdo de cultivares e estudo de divergéncia genética (GIDONI et al.,
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1994; PARENT & PAGE, 1995; GRAHAM et al.,1996; CONTI et al., 2002a; 2002b;
ZEBROWSKA & TYRKA, 2003) e ISSR (ARNAU et al., 2003; HUSSEIN et al., 2008).
Anita et al. (2004) estudaram as relagdes genéticas entre 24 cultivares de morango usando os
marcadores RAPD e ISSR e obtiveram resultados semelhantes para ambas as técnicas,
embora, os valores de similaridade baseada em dados de ISSR tenham sido maiores do que
aqueles baseados em RAPD. Um estudo comparando os marcadores ISSR e RAPD observou
semelhanga em valores de similaridade, entretanto, foram necessarios seis vezes mais primers
RAPD para alcangar valores de similaridade semelhantes aos obtidos pelos marcadores ISSR
(KORBIN et al., 2002).

A decisdo de qual método utilizar depende dos recursos disponiveis e do grau de
confiabilidade do método. A comparagdo entre as técnicas de estudo de divergéncia genética €
uma maneira de estimar o grau de similaridade entre cultivares, sendo esse conhecimento
importante para programas de melhoramento. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a divergéncia genética de 11 cultivares de morangueiro, por meio dos marcadores
moleculares RAPD e ISSR e inferir por meio da divergéncia genética a predigdo dos

cruzamentos mais promissores.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Marcadores moleculares RAPD

As cultivares utilizadas neste estudo foram: Aromas, Camarosa, Camino Real,
Campinas, Diamante, Dover, Oso Grande, Sweet Charlie, Toyonoka, Tudla e Ventana. A
analise molecular RAPD foi realizada no Laboratorio de eletroforese do Setor de Sementes do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras, MG. A metodologia de
extracdo do DNA foi baseada no protocolo de Soto (2001), utilizando-se duas folhas “nao
expandidas” de cada cultivar. Apds a extragdo foram feitas as reagdes de amplificacdo em
termociclador. Para cada reagdo foi utilizado tampao (1x), MgCl, (2,5 mM), dNTPmix
(0,2mM), primer (25 ng), Taq DNA polimerase (1U) e DNA (5ng/ul). O programa de
amplificacdo iniciou com uma pré-desnaturagdo a 95°C, por 2 minutos, seguida de 45 ciclos
de 45 segundos a 94°C, 1 minuto a 42°C e 2 minutos a 72°C, com uma extensao final de 2
minutos a 72°C. Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose (1,5%) a
uma corrente elétrica de 100 mA. O gel foi corado em solugdo de SYBR Green (1,5L de agua

para 50ul de SYBR Green), visualizados em luz ultravioleta (Anexo I). Foram testados 40
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primers da “Operon Technologies”, selecionando apenas os polimorficos para a analise final

dos dados (Tabela 1).

2.2. Marcadores moleculares ISSR

A avaliagdo com os marcadores ISSR foi realizada no Laboratério de Genética
Molecular do Departamento de Plantas de Lavoura, na Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, RS. Para extragdo do DNA, folhas jovens de cada cultivar foram coletadas
separadamente e mantidas em nitrogénio liquido. As folhas foram maceradas até a formacao
de um pdé bem fino. Este macerado foi incubado em uma solu¢do de extracdo conforme
descrito por Mercado et al. (1999), onde o mesmo segue o protocolo CTAB modificado, que
inclui o isolamento parcial do ntcleo e o baixo pH do tampao de extragdo que impede a
precipitacdo de carboidratos e melhora a eliminacdo dos polifenois. Apods extragdo o DNA foi
quantificado em espectrofotometro e armazenado a -20 °C até momento do uso.

Para a PCR (polimerase chain reaction) o DNA de cada cultivar foi diluido na
concentracdo de 20 ng/ul e amplificado com 16 primers ISSR, de acordo reagdao descrita a
seguir: 40 ng de DNA genomico, 2,5 ul de tampao para PCR 1x, 1,5mM de MgCl,, 200 uM
de cada ANTP, 10 umol de primer, 1 unidade de Tag polymerase e dgua até completar um
volume de 25 pl. As amplificagdes foram conduzidas em termociclador PTC-100"™ (MJ
Reserch Inc.). A programagdo do termociclador para a PCR foi de um passo inicial para
desnaturagdo do DNA de 15 minutos a 95°C seguidos de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos,
50°C por 45 segundos e 72°C por 2 minutos. Ao final dos 35 ciclos foi realizado um passo de
72°C por 7 minutos para extensao final dos fragmentos amplificados. Apds amplificagdo, os
fragmentos foram separados em gel de poliacrilamida 6% em uma corrente constante de 2000
volts por 3 horas. Apds separagdo, os fragmentos foram corados com nitrato de prata e

revelados com carbonato de sodio.

2.3. Analise dos dados

A partir da leitura dos géis, para cada marcador molecular, gerou-se uma matriz
binaria em que os individuos foram genotipados quanto a presenca (1) e auséncia (0) de
bandas. Com essa matriz calculou-se a divergéncia genética, estimada pelo coeficiente de

Jaccard (Sneath & Sokal, 1973), utilizando o Software NTSYSpc 2.1 (Rohlf, 2000). A
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forma¢do do dendograma teve como principio o método de agrupamento de médias

aritméticas ndo ponderadas (UPGMA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Marcadores RAPD

Dos 40 primers RAPD avaliados, apenas 11 foram polimorficos (B0S, B19, A8, A10,
Al5, Ale6, Al17, A20, Gl1, G14, GI8), sendo que os demais ndo amplificaram ou
apresentaram baixa qualidade de amplificagdo. Estes 11 primers amplificaram 67 bandas,
sendo 33 polimorficas (55,83% de polimorfismo), de tamanhos variando entre 500 a 2000 pb,
com quatro primers (A10, A16, A17 e G11) gerando cinco bandas e dois primers (A20 e G18)
gerando uma tunica banda (Anexo II). O primer B5, que foi considerado um dos melhores
primers no trabalho de Radmaan et al. (2006), gerando até 14 fragmentos polimorficos, nao
foi selecionado para analise dos dados devido seu baixo polimorfismo nas cultivares em
estudo. Os primers B8 e B19 geraram dois fragmentos polimoérficos cada um, resultado
contrastante com os seis e dez fragmentos polimoérficos observados por Conti et al. (2002a).
Apesar de ser considerado baixo o nimero de fragmentos amplificados neste estudo, Williams
et al. (1990) comentam que fatores como tamanho e composi¢do do genoma, métodos da
extracdo do DNA gendomico e as condi¢des da reagdo interferem no nimero de fragmentos
amplificados a partir de um primer RAPD. O tamanho dos fragmentos obtidos (entre 500 e
2000 pb) esta de acordo com os citados por Ferreira & Grattapaglia (1998), que citam que em
reacdes de RAPD, normalmente, sdo amplificados fragmentos entre 500 e 2500 pb.

A similaridade média foi de 46%, variando de 30% (Ventana e Tudla) a 67%
(Camarosa e Diamante; Oso Grande e Aromas) (Tabela 1). Estes valores estdo condizentes
com os observados por Zebrowska & Tyrka (2003), onde os mesmos encontraram
similaridade média de 53%, com valores variando de 32 a 77%, sendo que os autores
concluiram que os marcadores RAPD sao eficientes no estudo de diversidade genética do
morangueiro. Considerando a similaridade média de cada cultivar em relagdo as outras 10
cultivares, a cultivar Sweet Charlie apresentou a menor similaridade média (40%) e a cultivar
Oso Grande a maior (54%). Desta forma, a cultivar Sweet Charlie pode ser util em programas

de melhoramento devido a sua divergéncia genética em relagdo as outras cultivares.

Tabela 1. Matriz de similaridade entre cultivares de morangueiro com base em dados de
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marcadores moleculares RAPD, calculados com base no coeficiente de Jaccard.

[}
s 2 & £ £ s O %
S = =) = S o 2 = 2 =t
< o O @) ) A ©) n = =
Camino Real 0,56
Camarosa 043 0,43
Campinas 0,50 043 0,40
Diamante 0,50 042 0,67 0,37
Dover 0,44 054 043 048 037
Oso Grande 0,67 052 048 0,58 058 0,52
Sweet Charlie 0,38 048 036 037 048 032 046
Toyonoka 046 050 045 044 044 050 0,60 0,38
Tudla 048 059 038 040 045 040 0,57 045 0,36
Ventana 0,36 040 047 036 045 048 046 041 045 0,30

A partir da andlise de agrupamento, com base nas similaridades genéticas das 11
cultivares, foi possivel a formacdo de trés grupos, considerando o ponto de corte numa
distancia genética de 46%, equivalente a similaridade média de todas as cultivares (Figura 1).
O grupo 1 é formado por 7 cultivares (Aromas, Oso Grande, Campinas, Toyonoka, Dover,
Camino Real e Tudla), o grupo II ¢ formado por trés cultivares (Camarosa, Diamante e
Ventana) e o grupo III ¢ formado por uma tunica cultivar (Sweet Charlie), que apresentou a
maior distancia genética em relagdo a todas as outras cultivares. Radmann et al. (2006)
estudaram a similaridade genética do morangueiro com marcadores RAPD e obtiveram a
forma¢ao de um grupo (Dover, Campinas, Tudla, Aromas, Camarosa, Oso Grande e Sweet
Charlie) muito semelhante ao obtido neste trabalho. Este fato mostra que, apesar da baixa
repetibilidade experimental, os marcadores RAPD sao eficientes no estudo de divergéncia

genética do morangueiro, corroborando com os trabalhos de Conti et al. (2002a) e Radmann

et al. (2006).
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Figura 1. Dendograma de similaridade genética entre 11 cultivares de morangueiro, obtido a
partir de marcadores RAPD, utilizando o método UPGMA. A linha pontilhada indica o ponto
de corte com base na similaridade média calculada de 46%.
A baixa similaridade genética em cultivares de morango observado por Radmann et al.
(2006) foi atribuida a genealogia das cultivares, pois a maioria ndo possuia genitor em
comum. Estes autores ja ressaltavam em seu estudo a possibilidade da formagdo dos grupos
estarem vinculados ao compartilhamento de genes derivados de ancestrais comuns mais
distantes, o que explicaria a similaridade genética existente. Nesse sentido, a presenga de
ancestrais comuns pode ter influenciado a similaridade entre as cultivares desse estudo. Como
exemplo, as cultivares Dover, Camarosa, Tudla, Oso Grande possuem em comum como
ancestral as cultivares Sequodia e Tioga (CAMARGO & PASSOS, 1993; CONTI, 1998;
FAEDI et al., 2009), sendo estas cultivares alocadas no grupo I (Figura 1), com excecao da
cultivar Camarosa, presente no grupo II. As cultivares Tudla e Oso Grande tém em comum
como genitor a cultivar Parker (FAEDI et al., 2009), o que ndo garantiu elevada similaridade
genética (57%), mas pode ter influenciado na presenca destas no mesmo grupo. Quanto ao
grupo II, pode-se inferir que as trés cultivares foram coerentes com a origem, pois as mesmas
sdo provenientes dos Estados Unidos, resultado do cruzamento entre cultivares da
Universidade da Califérnia. Contudo, nesse caso, s6 foi possivel identificar os ancestrais da
cultivar Camarosa, sendo que as outras cultivares t€ém como genitores clones ndo comerciais,
o que dificulta o rastreamento para identificagcdo e discussao da genealogia.
A alta divergéncia genética pode ser consequéncia do fato do morangueiro, segundo
Camargo & Passos (1993), ter uma estrutura genética altamente heterozigota, devido aos

varios niveis de ploidia e a origem hibrida da maioria das espécies. O elevado polimorfismo

35



verificado esta de acordo com os resultados obtidos em outras cultivares de morangueiro por
Conti et al. (2002a). Entretanto, no trabalho desses autores, a similaridade média das
cultivares foi de 62%, superior ao observado neste estudo (46%), fato este explicado pelas

cultivares utilizadas por estes autores apresentarem origem em comum.

3.2. Marcadores ISSR

Dos 16 primers ISSR avaliados, seis foram selecionados por apresentaram boa
qualidade de amplificacdo. Os seis primers amplificaram 22 bandas polimorficas, de
tamanhos estimados de 200 a 2700 pb, variando de sete bandas polimorficas para o primer
834 a uma banda com o primer 849 (Anexo II).

A similaridade média avaliada por meio dos marcadores moleculares ISSR foi de
62%, variando de 30% (Ventana e Oso Grande) a 88% (Camino Real e Ventana) (Tabela 2).
Estes valores evidenciam alto polimorfismo, estando de acordo com os resultados obtidos em
outras cultivares de morangueiro (GRAHAM et al., 1996; ARNAU et al., 2003; ANITA et al.,
2004). As cultivares Aromas e Diamante apresentaram um dos maiores valores de
similaridade (80%), fato este provavelmente relacionado aos genitores em comum (‘Cal.
87.112-6" x ‘Cal. 88.270-1") (SHAW, 1998a; 1998b). Contudo, esta diferenga de 20% pode
ser considerada alta quando envolve descendentes dos mesmos genitores, embora, para a
cultura do morangueiro, este fato esteja relacionado a elevada complexidade do DNA e a
poliploidia (CAMARGO & PASSOS, 1993). Fato semelhante pode ser observado entre as
cultivares Tudla e Oso Grande, em que possuir um genitor em comum (Parker) ndo foi o
suficiente para garantir uma alta similaridade (57%). Pelo contrario, a cultivar Tudla
apresentou menor similaridade com a cultivar Oso Grande do que em relagdo a todas as outras
cultivares. No entanto, o alto grau de similaridade entre as cultivares Camino Real ¢ Ventana
(88%), mesmo ndo possuindo pais em comum, mostra a capacidade de recombinagdo génica
no cruzamento entre cultivares de morangueiro (CAMARGO & PASSOS, 1993). Os
coeficientes de similaridade entre algumas cultivares deste estudo, de maneira geral, estao de
acordo com os observados na literatura (ARNAU et al.,, 2003; ANITA et al., 2004;
RADMANN et al., 2006), demonstrando a maior confiabilidade dos dados moleculares.
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Tabela 2. Matriz de similaridade entre cultivares de morangueiro com base nos dados de

marcadores moleculares ISSR, calculados com base no coeficiente de Jaccard.

© [0 g
® & 2 g £ 5 E 3 £ ©
I o S S © > = @) c o
s § £ &£ § &8 S 3 g r
< 5 8 8§ =& 8 ¢ 8
O O 3
Camino Real 0,60
Camarosa 0,62 0,53
Campinas 0,64 0,62 0,72
Diamante 0,80 0,62 0,48 0,58
Dover 0,67 0,71 0,59 0,54 0,54
Oso Grande 0,75 0,43 0,59 0,70 0,70 0,48
Sweet Charlie 0,56 0,62 0,56 0,67 0,58 0,69 0,61
Toyonoka 0,67 0,57 0,58 0,61 0,61 0,64 0,64 0,61
Tudla 0,73 0,82 0,67 0,76 0,76 0,71 0,57 0,69 0,71
Ventana 0,43 0,88 0,50 0,52 0,44 0,76 0,31 0,52 0,46 0,69

O célculo da similaridade média permitiu dividir as cultivares em dois grupos (Figura
2). O grupo I foi formado pelas cultivares Dover, Ventana e Camino Real e o Grupo II ¢
formado pelas demais cultivares. As trés cultivares do grupo I sdo provenientes dos Estados
Unidos, porém, de programas de melhoramento distintos: as cultivares Camino Real e
Ventana foram desenvolvidas na Universidade da Califérnia; e a cultivar Dover na
Universidade da Floérida. Apesar de serem de programas de melhoramento distintos, o
intercambio de material pode ter influenciado no agrupamento destas cultivares (DARROW,
1966). O grupo II ndo foi coerente com o pais de origem, pois possui cultivares provenientes
dos Estados Unidos, Espanha, Japao e Brasil. As cultivares Aromas e Diamante, que sao
classificadas quanto ao fotoperiodo em dias neutros, ficaram agrupadas juntamente com as
cultivares de dias curtos (grupo II), demonstrando que a técnica identifica os locos ao acaso,
nao discernindo muitas vezes caracteristicas importantes. Neste caso em especial, sabe-se que
estas duas cultivares compartilham varios genes em comum, vindos da espécie selvagem F.
virginiana, principal fonte da caracteristica que confere insensibilidade ao fotoperiodo

(FRANQUEZ, 2008).
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Figura 2. Dendograma de similaridade genética entre 11 cultivares de morangueiro, obtido a
partir de marcadores ISSR, utilizando o método de agrupamento UPGMA. A linha pontilhada

indica o ponto de corte com base na similaridade média calculada de 62%.

3.3. Marcadores ISSR e RAPD

Os resultados de divergéncia genética com base nos marcadores RAPD e ISSR
divergiram em alguns pontos. A maior média de similaridade obtida com marcadores ISSR
(62%) em relagao aos marcadores RAPD (46%), sdo semelhantes aos dados obtidos por Anita
et al. (2004), que estudaram as relagdes genéticas entre 24 cultivares de morango e obtiveram
valores de similaridade com os marcadores ISSR maiores do que aqueles obtidos com o
RAPD. Entretanto, esses autores utilizaram 23 primers RAPD e 41 primers ISSR, muito
superior ao utilizado nesse estudo, indicando, desta forma, que os primers escolhidos sdo
eficientes para o estudo em questao.

Comparando os valores de similaridade entre os dois métodos, observam-se diferencas
importantes entre as cultivares mais proximas geneticamente. Com os marcadores RAPD as
cultivares Camarosa e Diamante apresentaram um dos maiores valores de similaridade (67%),
em contrapartida, com os marcadores ISSR as duas cultivares apresentaram um dos menores
valores de similaridade (48%), mostrando, de certa forma, incongruéncia entre as técnicas.
Fato semelhante pode ser observado entre as cultivares Camino Real e Ventana, onde foi
observado 88% de similaridade com os marcadores ISSR e apenas 40% com os marcadores

RAPD.
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Com base nos coeficientes de similaridade das 11 cultivares, foram observadas 55
interagdes possiveis, sendo que, destas, 11 apresentaram valores de similaridade em RAPD
até 10 pontos percentuais (pp) inferiores aos obtidos com ISSR; 19 apresentavam valores
entre 10 e 20 pp inferiores; outras 19 apresentavam valores inferiores a 20 pp; somente em
cincos casos os valores de similaridade em RAPD foram superiores aos obtidos pelo ISSR
(ex: Camarosa e Diamante); e em apenas um caso os valores foram idénticos, observado entre
as cultivares Tudla e Oso Grande (57%). As similaridades inferiores obtidas pelos marcadores
RAPD em relagdo ao ISSR também foram observadas por Korbin et al. (2002), onde os
autores chegaram a conclusdo que ¢ necessario seis vezes mais primers RAPD para alcangar
valores semelhantes de similaridade aos obtidos pelos marcadores ISSR. Este fato esta
relacionado a baixa repetibilidade dos marcadores RAPD (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998), podendo ser considerado o principal fator limitante da técnica.

Analisando os agrupamentos, pela técnica ISSR, o grupo I, constituido pelas cultivares
Dover, Ventana e Camino Real, agrupou coerentemente com a origem. Porém, pela técnica
RAPD, estas mesmas cultivares ndo foram alocadas no mesmo grupo. A cultivar Sweet
Charlie ndo agrupou com nenhuma cultivar com os marcadores RAPD, contudo, com os
marcadores ISSR, essa cultivar agrupou com outras sete cultivares formando o grupo L.

O estudo de divergéncia genética por meio dos coeficientes de similaridade ou dos
dendograma, auxilia na identificagdo de genitores adequados a obten¢do de hibridos com
maior efeito heterdtico e que proporcionem maior segregacdo em recombinagoes,
possibilitando a selecdo de individuos superiores (CRUZ & CARNEIRO, 2003). Nesse
sentido, considerando unicamente os marcadores RAPD, pode-se inferir que cruzamentos
envolvendo a cultivar Sweet Charlie é o mais interessante, devido a baixa similaridade (41%)
desta em relagdo a todas as outras cultivares. Contudo, o cruzamento mais promissor ¢ entre
Tudla e Ventana, devido a elevada dissimilaridade (70%). Com relagcdo aos marcadores ISSR,
a cultivar que apresentou a maior dissimilaridade em relagdo a todas as outras foi a Ventana
(45%), sendo nesse caso o cruzamento mais interessante entre Ventana ¢ Oso Grande, devido
aos 70% de dissimilaridade. Levando em consideracdo as médias entre os dois métodos, a
cultivar Ventana apresenta a maior dissimilaridade (48%) e o cruzamento que pode
proporcionar o maior efeito heterotico ¢ entre Ventana e Oso Grande.

Com base nas matrizes de similaridade e nos dendogramas dos dois marcadores
moleculares em estudo, ¢ possivel afirmar que os marcadores ISSR sdo mais eficientes que os
marcadores RAPD para estudo de divergéncia genética do morangueiro. Contudo, os

marcadores RAPD apresentaram coeréncia no agrupamento das cultivares e, até certo ponto,
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com a genealogia e pais de origem, podendo ser utilizado para estudo de divergéncia genética.
Pelos valores de similaridade obtidos nas analises ¢ possivel afirmar que existe divergéncia
genética entre as cultivares, principalmente devido ao uso de gendtipos com origem de
programas de melhoramento distintos. Estes resultados serdo uteis para o entendimento da
base genética das cultivares de morango e também servirdo de subsidios para a futura
implantacdo de um programa de melhoramento visando o desenvolvimento de cultivares

adaptadas as condic¢des de solo e clima do Brasil.

4. CONCLUSOES

Os coeficientes de similaridade obtidos com o método ISSR sdo, de forma geral,
maiores do que os obtidos com o método RAPD.

Os marcadores moleculares ISSR sdo mais eficientes que os marcadores RAPD no
estudo de divergéncia genética do morangueiro.

Os cruzamentos mais promissores, com base nos dados moleculares RAPD e ISSR,

sdo entre as cultivares Tudla e Ventana e entre Oso Grande € Ventana.
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ANEXO I

Gel de eletroforese para estudo de divergéncia genética das 11 cultivares de morangueiro
(Aromas, Camarosa, Camino Real, Campinas, Diamante, Dover, Oso Grande, Sweet Charlie,
Toyonoka, Tudla e Ventana). Primer RAPD ‘OPA 17°.

ANEXOII
Primers utilizados, suas respectivas seqiiéncias ¢ nimero de bandas amplificadas nos 11
cultivares de morango.

Primers Bandas
ISSR Sequéncia Total Polimérficas (P) % P
827 5"-ACA CAC ACA CAC ACA CG-3’ 6 6 100

834 5'-AGA GAG AGA GAG AGA GYT-3° 7 7 100
845 5-CTC TCT CTC TCT CTC TRG-3" 3 3 100
848 5-CAC ACA CAC ACA CAC ARG-3’ 2 2 100
1 1
3 3

849 5-GTG TGT GTG TGT GTG TYA-3’ 100
860 5-TGT GTG TGT GTG TGT GRA-3’ 100
RAPD
OPBO08 5’ -GTCCACACGG- 3’ 6 2 33,33
OPB19 5’ -ACCCCCGAAG- 3’ 2 2 100,00
OPAI5 5’ -TTCCGAACCC- 3’ 2 2 100,00
OPA1l6 5" ~AGCCAGCGAA- 3’ 11 5 45,45
OPA17 5’ -GACCGCTTGT- 3’ 9 5 55,56
OPA20 5’ -GTTGCGATCC- 3’ 8 1 12,50
OPGl1 5’ -TGCCCGTCGT- 3’ 8 5 62,50
OPG14 5’ -GGATGAGACC- 3’ 6 2 33,33
OPG18 5" -GGCTCATGTG- 3’ 4 1 25,00
OPAS8 5’ -GTGACGTAGG- ¥’ 4 3 75,00
OPAI0 5’ -GTGATCGCAG- 3’ 7 5 71,43
TOTAL 67 33 55,83

R = purina (A ou G); Y = pirimidina (C ou T).
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CAPITULO 11

DIVERGENCIA GENETICA EM CULTIVARES DE MORANGUEIRO BASEADA
EM CARACTERES MORFOAGRONOMICOS

RESUMO

Os caracteres morfoagrondmicos sao tradicionalmente usados na caracterizacao de
cultivares e tém sua importancia reconhecida. No estudo de divergéncia genética a sua
utilizagdo ¢ recente, podendo ser eficiente em fun¢do da cultura e das condic¢des de cultivo.
Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a divergéncia genética por meio de
caracteres morfoagrondmicos de 11 cultivares de morangueiro (Aromas, Camarosa, Camino
Real, Campinas, Diamante, Dover, Oso Grande, Sweet Charlie, Toyonoka, Tudla e Ventana)
nas condi¢des climdticas da regido Centro-Sul do Parand. Foram analisados 29 caracteres
morfoagrondmicos relacionados a planta, folha, flor, fruto e aquénios do morangueiro. As
similaridades genéticas foram calculadas por meio de analise multivariada e as cultivares
foram agrupadas com base na matriz de similaridade genética usando UPGMA. Dentre os 29
caracteres morfoagrondmicos avaliados, oito apresentaram diferencas ndo significativas pelo
teste F (p<0,05). A similaridade média foi de 38%, variando de 19% (Aromas e Camino Real)
a 62% (Camino Real e Camarosa; Aromas e Sweet Charlie). O dendograma alocou as
cultivares em quatro grupos, contudo, essa divisdo ndo foi coerente com a origem e
genealogia das cultivares. A cultivar Tudla apresenta elevado potencial “per se” para
utilizagdo em programas de melhoramento. O cruzamento mais promissor com base nos

caracteres morfoagrondmicos ¢ entre as cultivares Camarosa e Campinas.

Palavras-chave: Fragaria x ananassa Duch., melhoramento de plantas, similaridade, anélise

multivariada.
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ABSTRACT

Rafael Gustavo Ferreira Morales. Genetic diversity in strawberry cultivars based

morphological characteristics.

The morphological characteristics are traditionally used to characterize cultivars and have
recognized its importance. In the study of genetic diversity in their use is recent, can be
effective depending on the culture and cultivation conditions. Therefore, this study was to
evaluate the genetic diversity by means of morphological characteristics of 11 cultivars of
strawberry (Aromas, Camarosa, Camino Real, Campinas, Diamante, Dover, Oso Grande,
Sweet Charlie, Toyonoka, Tudla e Ventana) climatic conditions of south-central Parana. Were
analyzed 29 morphological characters related to plant, leaf, flower, fruit and achenes of
strawberries. Genetic similarities were calculated by a multivariate analysis and the cultivars
were grouped based on genetic similarity matrix using UPGMA. Among the 29
morphological characters evaluated, eight had high differences not significant by F test (p
<0,05). The average similarity was 38%, ranging from 19% (Aromas and Camino Real) to
62% (Camino Real and Camarosa, Aromas and Sweet Charlie). The dendrogram divided the
cultivars into four groups, however, this division was not consistent with the origin and
genealogy of the cultivars. The cultivar Tudla has a high potential “per se” for use in breeding
programs. The crossing more promising on the basis of morphological characteristics among

cultivars is Camarosa and Campinas.

Keywords: Fragaria x ananassa Duch., plant breeding, similarity, multivariate analysis.
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1. INTRODUCAO

O comportamento das cultivares de morango difere de acordo com a adaptacao
regional, fazendo com que uma cultivar que se desenvolva satisfatoriamente em uma regiao
ndo apresente o mesmo desempenho em outro local com condi¢des ambientais diferentes
(UENO, 2004). E importante identificar o comportamento do morangueiro no local de
cultivo, sendo este conhecimento muito importante para programas de melhoramento
genético, bem como para o manejo da cultura (ANTUNES et al., 2006).

Conhecer as relagdes genéticas entre as cultivares pode auxiliar o desenvolvimento
de estratégias de utilizagdo de novos materiais (GICHUKI et al., 2003). Para os melhoristas, a
distingdo da relacao genética entre os genotipos esta relacionada com a informacao fenotipica
da planta (KLOCKE et al.,, 2002). Muitos métodos estdo disponiveis para avaliar a
divergéncia genética em populacdes de plantas, diferenciando-se na habilidade em detectar
diferengas entre individuos, custos, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade dos
resultados (MILACH, 1998).

A utilizagdo de caracteres morfoagrondmicos na avaliacdo da divergéncia genética
proporciona uma simplificacdo da quantificacdo da variagdo genética e simultaneamente
possibilita avaliar o desempenho dos genotipos no ambiente de crescimento (FUFA et al.,
2005). Contudo, a sua eficiéncia muitas vezes estd relacionada ao numero de genes
responsaveis pelo controle de determinada caracteristica. Desta forma, em muitos casos esses
caracteres apresentam sérias limitagdes, principalmente pelo efeito do ambiente, fazendo com
que ndo sejam caracteres estaveis, além de muitos serem avaliados somente nas plantas
adultas, o que requer tempo e espago (VIEIRA, 2004).

De forma geral, os caracteres morfoagronomicos parecem ser eficientes para estudo de
divergéncia genética, entretanto, quando comparados com os marcadores moleculares, sao
menos eficientes. Este fato pode ser observado em diversos trabalhos, como, por exemplo, na
avalia¢do de diversidade genética da Cravina (Dianthus chinensis L.) (FU et al., 2008) e da
Zinia (Zinnia elegans) (YE et al., 2008). No caso de serem utilizados caracteres inadequados
o método pode tornar-se ineficiente, como relatam Chahidi et al. (2008), que trabalharam com
caracteres relacionados a planta e a folha da tangerina (Citrus reticulata) ao invés dos frutos
que, segundo os autores, seriam caracteres mais eficientes no estudo de divergéncia genética.

No morangueiro, os principais caracteres morfoagrondmicos levados em consideragao
na identificagdo e caracterizacdo de cultivares sdo descritos por Faedi et al. (2009). Como

exemplo de caracteres morfoldgicos pode-se citar a forma do recorte da denticdo foliar,
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pigmentacdo da estipula, tamanho da corola em relag@o ao célice floral, formato do fruto etc.
Como exemplo de caracteres agrondmicos pode-se citar producao de frutos, massa média de
frutos, época de floracdo e posicao da inflorescéncia na folhagem. Com base em caracteres
morfologicos, Conti et al. (2002) estudaram a divergéncia genética em cinco cultivares de
morangueiro e concluiram que o método foi eficiente na separagao das cultivares em grupos,
formando um dendograma muito similar ao formado quando utilizou-se marcadores
moleculares RAPD, apenas diferindo no grau de similaridade.

A caracterizacdao por meio de caracteres morfoagrondmicos fornecera estimativas da
divergéncia genética das cultivares de morangueiro, sendo esta uma das primeiras etapas para
que se possa organizar um programa de conservacdo ou melhoramento de qualquer espécie
vegetal. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a divergéncia genética de 11
cultivares de morangueiro, por meio de 29 caracteres morfoagronomicos, nas condi¢des

climaticas da regido Centro-Sul do Parana.

2. MATERIAL E METODOS

O clima da regido de cultivo ¢ classificado como Cfb (Subtropical mesotérmico
umido), sem estacao seca, com verdes frescos e inverno moderado, conforme a classificagao
de Koppen. A temperatura média minima anual ¢ 12,7°C, temperatura média maxima anual
de 23,5°C, umidade relativa do ar de 77,9%, altitude de aproximadamente 1100 m e
precipitacdo média anual de 1944 mm (THOMAZ & VESTENA, 2003).

As matrizes foram obtidas na empresa Multiplanta Biotecnologia Vegetal Ltda.
(Anexo Ia) e multiplicadas em viveiro (Anexo Ib). As mudas receberam “toaletes”, em que
foram retiradas folhas velhas, secas e com sintomas de doenca, além de terem as raizes
aparadas remanescendo 10 cm. Apos o toalete, as raizes foram imersas por 15 minutos em
calda bordalesa na concentracdao de 4 g para 10 L de 4gua, sendo transplantadas em seguida
para vasos de 5 litros. As mudas selecionadas apresentavam didmetro de coroa superior a 8
mm, consideradas de 6timo padrao (RONQUE, 1998).

No preparo dos vasos foi utilizado 50% de substrato comercial e 50% de solo de area
ndo cultivada, classificado como Latossolo Bruno Distroférrico tipico de textura argilosa
(EMBRAPA, 2006). Nesta mistura foi adicionado o adubo formulado NPK 4-14-8, na
propor¢ao de 1 kg de adubo para 50 kg de mistura. Na adubagdo de cobertura foi aplicado em
cada vaso 5 g do formulado NPK 20-00-20, a cada 30 dias, iniciando-se 30 dias apos o

transplante, seguindo-se as recomendacdes da cultura na regido Centro-Sul do Parana
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(RONQUE, 1998). No inicio do florescimento foram aplicados via foliar 4cido bdrico e
sulfato de zinco, na concentragdo de 1% e 2%, respectivamente. No estagio de producao de
frutos, foi pulverizado cloreto de calcio a 0,4%, a cada 15 dias.

O experimento foi conduzido em blocos casualizados, com quatro repeti¢des, sendo
cada repeticdo composta por trés vasos de cada cultivar, dispostos lado a lado (Anexo Id). As
cultivares avaliadas foram: Aromas, Camarosa, Camino Real, Campinas, Diamante, Dover,
Oso Grande, Sweet Charlie, Toyonoka, Tudla e Ventana.

O controle das plantas daninhas foi realizado manualmente a cada 15 dias. O sistema
de irrigacdo adotado foi por gotejamento, utilizando-se tubos gotejadores de polietileno
flexivel espagados de 0,30 m, sendo o fluxo de agua direcionado no centro de cada vaso
(Anexo Ie). O controle de pulgdes e acaros foi realizado com pulverizagdes mensais de
abamectin (6ml/10L) e o controle de doencas fungicas foi realizado aplicando-se de forma
alternada Iprodione (150ml/100L) e Tebuconazole (750g/ha) a cada 15 dias.

Apesar dos estoldes serem caracteres passiveis de avaliagdo para estudo de
divergéncia genética, optou-se pela remogao em todas as cultivares logo ap6s a emissao, pois
o mesmo seria avaliado em detrimento da avaliagdo de frutos, que sdo caracteres mais
importantes no estudo em questao.

O plantio foi realizado em maio de 2009, iniciando-se a colheita 60 dias apds o
plantio, sendo todas as flores produzidas até esta data arrancadas priorizando o
desenvolvimento vegetativo da planta. Para a avaliacao da producao os frutos foram colhidos
a cada dois dias, durante 120 dias, sendo colhidos os frutos que apresentavam mais de 3/4 da
superficie com coloragdo vermelha (Anexo Ic).

Foram avaliados 29 caracteres morfoagronomicos, baseando-se em escalas de nota
adaptadas de SNPC (2009) e Faedi et al. (2009) (Anexo III). As avaliagdes foram divididas
em duas fases: 1* florada, aos 60 dias ap6s o plantio, sendo essas avaliacdes realizadas
diretamente nos vasos, sob estufa; 2* florada, aos 80 dias apos o plantio, sendo tais avaliagdes
realizadas em laboratério, com frutos de cinco colheitas congelados a -20°C, sendo estes
distribuidos numa matriz 11 x 12 (Anexo Ila), com quatro blocos e trés frutos por repetigao,
repetindo-se essa avaliacao cinco vezes, obtendo-se desta forma 15 frutos por repetigao.

Nas avaliagdes das varidveis foram levados em consideracdo diversos aspectos
relatados a seguir. Producdo e peso médio de frutos: foram contados e pesados todos os frutos
do experimento logo apos a colheita; Densidade da planta: a escala foi baseada na quantidade
de trifélios (Anexo IV). Vigor: foi levado em consideracao o nimero de trifélio, tamanho das

folhas e do peciolo. Epoca de floragio: a escala foi determinada conforme a época de inicio de
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coleta de frutos. Cor e brilho da superficie adaxial da folha: foi levada em consideracao
apenas trifolios completamente expandidos, atribuindo-se a nota ao conjunto de trifolios
(Anexo V). Forma da se¢do transversal da folha: a andlise visual considerou a forma do
conjunto de trifolios, sendo realizada ao término da tarde, sob temperatura amena (18 £ 2°C),
evitando qualquer estresse por temperatura que poderia influenciar a forma das folhas (Anexo
VI). Relagdo comprimento largura, forma da base e forma do recorte do foliolo terminal: as
analises foram visuais, utilizando-se trés foliolos completamente expandidos por vaso
(Anexos VII, VIII e IX). Pigmentagao antocidnica da estipula: a estipula foi avaliada na
propria planta, sem sua remocdo para avaliagdo (Anexo X). Posi¢do da inflorescéncia na
folhagem: o limite para considerar fora ou no nivel do dossel foliar foi a projecdo do dossel
com o solo (Anexo XI). Tamanho do célice em relagdo a corola foliar: as flores foram
visualizadas por cima, quando a corola estava completamente aberta, sendo atribuida a nota 1
quando ndo era possivel visualizar o calice, 2 quando era possivel visualizar apenas a ponta da
sépala e 3 quando todas as sépalas apareciam com destaque (Anexo XII). Tamanho da flor:
foram amostradas cinco flores primdrias de cada repeticao, classificando as mesmas em
pequena, média e grande. Relagdo comprimento/largura da pétala: foram retiradas as pétalas
das flores da analise anterior, distribuindo-se as mesmas nos seus respectivos grupos.
Tamanho do fruto em relagdo ao cdlice: utilizaram-se apenas frutos maduros, ndo deformados
e de tamanho padrdo da cultivar (Anexo XIII). Remoc¢ao do fruto do célice: no momento da
colheita dos frutos foi verificada a dificuldade de destaca-los do calice, sendo a amostragem
de cinco frutos por vaso. Insercdo do fruto no célice: as analises foram realizadas logo apds a
remocao dos frutos, removendo-se completamente o calice e observando o formato da base do
fruto onde se da a inser¢do. No caso do calice incluso, a base fica levemente deprimida, dando
ao fruto o formato de coragdo (Anexo XIV). Cor e brilho dos frutos: as avaliagdes foram
realizadas de dia, com boa iluminacao, em cinco frutos por vaso (Anexo XV). Formato mais
frequente de frutos: os frutos foram distribuidos em nove classes, sendo atribuida uma tnica
nota ao formato mais frequente encontrado (Anexo XVI). Tamanho e zona sem aquénios nos
frutos: a classificacdo foi realizada conforme comparagdao direta entre os frutos das 11
cultivares (Anexo XVII). Implantacao e cor dos aquénios: esta analise foi realizada com o
auxilio de uma lupa (20x) (Anexo XVIII). Cavidade central, regularidade e distribui¢do da cor
vermelha na polpa dos frutos: todos os frutos foram partidos ao meio (Anexo Ilc), com o
auxilio de uma lamina, sendo os frutos avaliados na propria matriz (Anexos XIX e XX).

Os dados morfoagrondomicos foram submetidos a andlise de variancia, sendo

eliminados os caracteres nao significativos (p<0,05). Uma analise multivariada foi realizada
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pelo aplicativo computacional Genes (CRUZ, 2006), obtendo-se a matriz de similaridade
genética entre as cultivares. As 11 cultivares de morango foram agrupadas com base na matriz

de similaridade genética usando UPGMA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os 29 caracteres morfoagronomicos avaliados, oito ndo foram significativos
pelo teste F (p<0,05) (Anexo XXI). Desta forma, foram considerados 21 caracteres para a
analise de similaridade genética e formacao do dendograma (Anexo XXII).

A similaridade média detectada pelos caracteres morfoagrondmicos foi de 38%,
variando de 19% (Aromas e Camino Real) a 62% (Camino Real e Camarosa; Aromas e Sweet
Charlie) (Tabela 1). Estes valores foram inferiores aos observados com marcadores
moleculares RAPD (46%) e ISSR (62%), que sdo técnicas comprovadamente eficientes para
estudo de diversidade genética (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Este fato corrobora
com estudos de Conti et al. (2002), onde os caracteres morfologicos foram menos eficientes

do que os marcadores moleculares no estudo de diversidade genética do morangueiro.

Tabela 1. Matriz de similaridade genética entre cultivares de morangueiro com base em

dados de caracteres morfoagrondmicos, calculados com base no coeficiente de Jaccard.

(0]
s ¢ & § § _ E§E ©
s £ £ & £ &8 92 3§ § =
e S S S = o) 2 = ) =
< @) O O ) A ©) N = =
Camino Real 0,19
Camarosa 0,52 0,62
Campinas 0,33 0,24 0,24
Diamante 0,52 0,29 048 0,57
Dover 0,38 043 0,29 048 0,24
Oso Grande 0,38 0,33 0,38 0,38 043 0,24
Sweet Charlie 0,62 0,24 0,52 048 0,57 024 048
Toyonoka 0,29 0,29 0,33 0,52 048 043 029 0,29
Tudla 0,48 029 048 038 024 024 033 0,38 0,33
Ventana 0,57 029 0,52 048 0,57 024 057 0,57 029 0,33

A genealogia das cultivares ndo apresentou relagdo direta com os resultados de
similaridade genética. As cultivares Aromas e Diamante, que deveriam ser proximas
geneticamente, pois possuem dois genitores em comum, apresentaram 52% de similaridade

51



genética, valores baixos por possuir dois genitores em comum. Outros exemplos de baixa
similaridade envolvendo cultivares aparentadas sdo: Dover e Oso Grande (24%), Dover e
Tudla (24%), Dover e Sweet Charlie (24%), Dover e Camarosa (29%) e Tudla e Oso Grande
(33%).

O dendograma formado com base nas similaridades genéticas dividiu as cultivares
em trés grupos, considerando o ponto de corte numa distdncia genética de 38%, equivalente a
similaridade média de todas as cultivares (Figura 1). O grupo I ¢ formado pelas cultivares
Aromas, Sweet Charlie, Ventana, Oso Grande, Campinas, Diamante e Toyonoka; o grupo II
pelas cultivares Camino Real, Camarosa e Tudla; e o grupo III ¢ formado unicamente pela
cultivar Dover. O pais de origem das cultivares ndo foi fator decisivo na formagao dos grupos,
pois o grupo I possui cultivares de trés paises (Estados Unidos, Brasil e Japao) e o grupo II de
dois paises (Estados Unidos e Espanha). Isso ocorre devido a base genética dos materiais dos
programas de melhoramento, pois muitos utilizam cultivares provenientes dos programas de
melhoramento Norte Americano. A titulo de exemplo toma-se a cultivar Campinas,
desenvolvida no Brasil e com genitores provenientes dos Estados Unidos (Tahoe e Donner)
(CAMARGO & PASSOS, 1993). Comparando os dendogramas com a genealogia observa-se
coeréncia no grupo I (Aromas e Diamante; Sweet Charlie e Campinas) e no grupo II
(Camarosa e Tudla). Contudo, a maioria das cultivares aparentadas ndo agruparam
coerentemente com a genealogia, tais como: Camarosa ¢ Oso grande; Camarosa e Dover;
Camarosa e Campinas; Camarosa ¢ Sweet Charlie; Sweet Charlie ¢ Oso Grande; Sweet
Charlie e Tudla; Sweet Charlie e Dover; Dover ¢ Oso Grande; Dover e¢ Tudla; Dover e
Campinas; Dover e Sweet Charlie; e Tudla e Oso Grande. A formacdo de grupos pode
representar valiosa informacdo na escolha de genitores dentro dos programas de
melhoramento, pois as novas populagdes hibridas a serem estabelecidas devem ser baseadas

na magnitude de suas distancias e no potencial “per se”” dos genitores (BERTAN et al., 2006).
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Figura 1. Dendograma de similaridade genética entre 11 cultivares de morangueiro, obtido a
partir de caracteres morfoagronomicos, utilizando o método de agrupamento UPGMA. A

linha pontilhada indica o ponto de corte com base na similaridade média calculada de 38%.

A similaridade obtida entre cultivares possibilita a identificacdo de genitores
adequados a obtengdo de cruzamentos com maior efeito heterdtico, aumentando a
possibilidade de obten¢do de individuos superiores (CRUZ & CARNEIRO, 2003). Nesse
sentido, com base na matriz de similaridade, pode-se inferir que o cruzamento mais promissor
¢ entre as cultivares Camarosa e Campinas, que além de apresentarem baixa similaridade
(24%) sao cultivares com bom desenvolvimento vegetativo e produtivo na regido Centro-Sul
do Parand (VIRMOND & RESENDE, 2006). Considerando a similaridade média de cada
cultivar em relagao as outras 10 cultivares, a cultivar Tudla apresentou a menor similaridade
média (33%) e a cultivar Ventana a maior (45%). Desta forma, a cultivar Tudla pode ser util
em programas de melhoramento genético, devido a sua baixa similaridade geral, possuindo
diversos caracteres divergentes em relacdo as outras cultivares, tais como, densidade de
folhas, tamanho e formato de frutos.

O emprego da andlise multivariada para avaliacao de divergéncia genética ¢ uma das
maneiras mais eficientes na identificagdo de similaridade genética (MACHADO, 1999).
Contudo, quando comparada com técnicas moleculares, apresenta menor eficiéncia. Esse fato
foi observado por Conti et al. (2002) no morangueiro, sendo relatado também em outras
culturas, tais como Pimentao (Capsicum annuum) (TEIXEIRA, 1996), Zinia (Zinnia elegans)
(YE et al., 2008), Amor-perfeito (Viola wittrockiana) (WANG & BAO., 2005) e Rosa (Rosa

roxburghii) (WEN et al., 2004). Entretanto, apesar de menos eficientes que os marcadores
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moleculares, apresenta vantagem de ser simples e com baixo custo, podendo ser aplicado com
eficiéncia para certos tipos de germoplasma (BRETTING & WIDRLECHENER, 1995).

A influéncia ambiental sobre caracteres morfoagrondmicos pode ser estimada
comparando-se as descri¢des bibliograficas das cultivares descritas por FAEDI et al. (2009)
com as observacdes deste estudo. Assim, as cultivares que apresentaram maiores alteragdes
fenotipicas devido, provavelmente, a influéncia ambiental foram Aromas, Diamante,
Camarosa, Tudla e Toyonoka. As diferencas observadas nas duas primeiras cultivares estdo
relacionadas ao fotoperiodo, onde as duas sao classificadas em dias neutros e, de forma geral,
essas cultivares ndo apresentam bom desenvolvimento vegetativo e produtivo na regido. As
cultivares Tudla e Toyonoka apresentaram bom desenvolvimento vegetativo, porém, nesse
caso, as diferengas podem estar relacionadas ao clima dos paises de origem (Espanha e Japao,
respectivamente) em relagdo as condi¢des de cultivo desse experimento. Quanto aos
principais caracteres influenciados pelo ambiente, pode-se citar coloragdo da superficie
adaxial da folha, coloracdo antocidnica da estipula, posi¢cdo da inflorescéncia em relagdo ao
dossel foliar e coloragdao dos frutos. O éxito da utilizacdo de caracteres morfoagrondomicos
esta relacionada ao numero de genes responsaveis pela expressao de tais caracteristicas, onde,
quanto menor o nimero de genes, menor serd a influéncia do ambiente sobre o mesmo
(VIEIRA, 2004). Contudo, no caso do morangueiro, poucos sdo os estudos que apontam os
caracteres adequados para estudo de divergéncia genética.

Pelos valores de similaridade obtidos foi possivel observar boa divergéncia genética
entre as cultivares em estudo, porém, devido a baixa relagdo destes com a origem e a
genealogia, esses resultados indicam menor eficiéncia em relagdo as técnicas moleculares,
corroborando com os resultados de Conti et al. (2002). Em contrapartida, informagdes
relativas ao comportamento de caracteres morfoagrondmicos em regioes que se pretende
implantar um programa de melhoramento sdo fundamentais para auxiliar o melhorista na
escolha dos melhores cruzamentos, possibilitando a concentragdo de esforcos nas
combinagdes mais promissoras. Dessa forma, estes resultados serdo uteis para o entendimento
da base genética das cultivares de morango e também servirdo de subsidios para futura
implantacdo de um programa de melhoramento visando o desenvolvimento de cultivares

adaptadas a regido Centro-Sul do Parand e mesmo para outras regides brasileiras.
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4. CONCLUSOES

Os valores de similaridade e o dendograma nao apresentaram relagdo direta com a
origem e genealogia das cultivares.

A cultivar Tudla apresenta elevado potencial “per se” para utilizacdo em programas de
melhoramento.

O cruzamento mais promissor com base nos caracteres morfoagrondmicos ¢ entre as

cultivares Camarosa ¢ Campinas.
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ANEXO 1

Fases da instalagdo do experimento para avaliacdo dos caracteres morfoagronomicos do

morangueiro. a) Muda matriz para producao de mudas; b) Muda transplantada no campo; c)
Estagio de colheita aproximada dos frutos; d) Visdo geral do experimento; e) Sistema de

irrigagdo por gotejamento.

ANEXO IT

; ™

Metodologia para avaliagdo dos frutos das 11 cultivares de morangueiro. a) Matriz 11 x 12

para avaliagdo dos frutos; b) fruto avaliado individualmente e inteiro; c¢) fruto partido pela

metade para avaliagdo da polpa.
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ANEXO III

Caracteristicas morfoagrondmicas analisadas nas 11 cultivares de morangueiro, suas

respectivas escalas de nota e época de avaliacao.

; Epoca de
CARACTERISTICAS ESCALAS DE NOTA Avaliacio
Planta: Produgdo de frutos Carater Quantitativo 1* ¢ 2% Florada
Peso médio de frutos Carater Quantitativo 1* ¢ 2* Florada
Planta: densidade 3- fraca; 5- média; 7- forte 1* Florada
Planta: vigor 3- fraca; 5- média; 7- forte 1? Florada

1- muito precoce; 3- precoce; 5- média; 7-
Epoca de floracdo tardia; 9- muito tardia 1? Florada
Folha: cor 1- verde clara; 3-verde média; 5- verde escura; 1* Florada
Folha: Brilho 3- fraca; 5- média; 7- forte 1?* Florada
Folha: forma da secgdo transversal 1- concava; 2- plana; 3- convexa 1* Florada
Foliolo Terminal: relagdo 1- mais larga que comprida; 2- tdo comprida
comp/larg como larga; 3- mais comprida do que larga 1* Florada
Foliolo Terminal: forma da base 1- acuneada; 2- obtusa; 3- arredondada 1* Florada
Foliolo Terminal: forma do recorte 1- serrilhada; 2- crenada 1? Florada
Estipula: pigmenta¢do antocidnica 1- ausente ou fraca; 2- média; 3- forte 1* Florada
Inflorescéncia: posi¢do na 1- no nivel do dossel foliar; 2- fora do dossel
folhagem foliar 1? Florada
Flor: tamanho do calice/corola 1- menor; 2- do mesmo tamanho; 3- maior 1* Florada
Flor: tamanho 3- pequena; 5- média; 7- grande 1* Florada
Pétala: Relacdo 1- mais larga que comprida; 2- tdo comprida
comprimento/largura como larga; 3- mais comprida do que larga 1* Florada
Fruto: tamanho em relacédo ao 1- muito menor; 2- menor; 3- igual; 4- maior;
calice 5- muito maior 1?* Florada
1- muito fraca; 2- fraca; 3- média; 4- forte; 5-
Fruto: remocéo do calice muito forte 1 Florada
Fruto: insercédo no calice 1- incluso; 2- plano; 3- saliente 1* Florada
1- vermelho alaranjada; 2- vermelha; 3-
Fruto: cor vermelho escuro; 1* Florada
Fruto: brilho 3- fraco; 5- médio; 7- forte 1* Florada
1- reniforme; 2- achatado; 3- globoso; 4-
cOnico; 5- bicdnico; 6- ovoide; 7- quase
Fruto: formato mais frequente cilindrico; 8- cuneiforme; 9- cordiforme 2* Florada
1- muito pequeno; 3- pequeno; 5- médio; 7-
Fruto: tamanho grande; 9- muito grande 2% Florada
Fruto: zona sem Aquénios 3- pequena; 5- média; 7- grande 2% Florada
Fruto: implantacao dos aquénios 1- inclusos; 2- emergentes; 3- salientes 2% Florada
Cor dos Aquénios 1- amarela; 2- verde; 3- vermelha 2* Florada
Fruto: cavidade central 1- ausente; 2- pequena; 3- grande 2% Florada
1- apenas na margem; 2- na margem em
Fruto: cor vermelha na polpa diregdo ao centro; 3- uniforme em toda a polpa 2% Florada
1- ndo uniforme; 2- quase uniforme; 3-
Fruto: regularidade da cor da polpa uniforme 2% Florada

Adaptado de SNPC (2009).
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ANEXO IV

»

Ll iy

Densidade de folha nas plantas d morangueiro. a) alta densidade foliar [cv. Toyonoka]; b)
densidade foliar mediana [cv. Camarosa]; ¢) fraca densidade foliar [cv. Camino Real].

ANEXO V

Colorac;o das folhas de morangueiro. a) verde clara [c. Toyonoka]; b) verde média [cv.
Tudla]; ¢) verde escura [cv. Diamante].

Yo ¥

Forma da secdo transversal da folha do morangueiro. a) concava [cv. Toyonoa]; b plaa [cv.
Tudla]; convexa [cv. Diamante].

61



ANEXO VII

Relagﬁ comprimento largura das folhado morangueiro. a) tdo comprida como larga [cv.
Tudla]; b) mais comprida do que larga [cv. Camino Real].

ANEXO VIII

Forma da base do foliolo terminal do morangueiro. a) acuneada [cv. Ventana]; b) obtusa [cv.
Tudla]; arredondada [cv. Toyonoka].

ANEXO IX

Forma do recorte de folhas do morangueiro. a) crenada [cv. Toyonoka]; b) serrilhada [cv.
Ventana].
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ANEXO X

Pigmentac¢do antocianica da estipula do morangueiro. a) auséncia ou pigmentacao fraca [cv.
Sweet Charlie]; b) pigmentagdo em parte da estipula [cv. Camarosa]; c) pigmentacdo forte
[cv. Oso Grande].

ANEXO XI

Posicao da inflorescéncia em relagdo a folhagem do morangueiro. a) no nivel do dossel [V.
Sweet Charlie]; b) fora do dossel foliar [cv. Tudla].

ANEXO XII

Tamanho do célice em relag@o a corola. a) Calice menor do que a corola [cv. Dover]; b) calice
do mesmo tamanho que a corola [cv. Campinas]; calice maior que a corola [cv. Tudla].
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ANEXO XIII

Inserc¢do do calice nos frutos. a) calice incluso no fruto, deixando-o em forma de coracao [cv.
Sweet Charlie]; b) calice plano em relagdo ao fruto [cv. Diamante]; c) calice protuberante em
relacdo ao fruto, deixando-o com uma leve protuberancia na base [cv. Toyonoka].

ANEXO XV

Coloragdo dos frutos do morangueiro. a) coloracdo vermelho-alaranjada [cv. Campinas];
coloragao vermelho-escuro [cv. Dover]; ¢) coloracao vermelho-negro [cv. Ventana].
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ANEXO XVI

Formato mais frequente de frutos de morango. a) cﬁnco [cv. Toyonoka]; b) quase cilindrico
[cv. Camino Real]; ¢) cuneiforme [cv. Tudla].

ANEXO XVII

Tamanho relativo dos frutos do morangueiro. a) fruto grande [cv. Tudla]; b) frutos pequenos
[cv. Aromas]; ¢) frutos medianos [cv. Dover].

ANEXO XVIII

Implantagdo e coloragdo dos aquénios em fruto de morango. a) aquénio incluso no fruto e de
coloragao verde [cv. Camino Real]; b) aquénios emergentes em relagao a polpa do fruto e de
coloracdo verde [cv. Aromas]; c) aquénios salientes em relacdo a polpa do fruto e de
coloragao avermelhada [cv. Toyonoka].
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Cavidade central em frutos de morango. a) auséncia de cavidade central [cv. Campinas]; b)
cavidade central pequena [cv. Camino Real]; c¢) cavidade central grande [cv. Tudla].

ANEXO XX

Regularidade da cor vermelha na polpa de frutos de morango. a) coloracdo vermelha apenas
na margem [cv. Ventana]; b) coloragdo vermelha na margem em dire¢do ao centro [cv.
Dover]; ¢) colora¢dao vermelha uniforme em toda a polpa [cv. Campinas].
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ANEXO XXI
Resumo da andlise de variancia dos 29 caracteres morfoagrondmicos avaliados nas 11

cultivares de morangueiro.

. Coeficiente de Quadrado Quadro médio
VARIAVEIS Variagdo (%) médio do erro das cultivares

1) Planta: produgdo de frutos 35,34 0,38 1,01™

2) Peso médio de frutos 32,89 0,75 1,25™

3) Planta: densidade 12,56 0,34 8,01%*
4) Planta: vigor 30,72 0,76 0,24™

5) Planta: Epoca de floracao 12,75 0,04 0,89**
6) Folha: cor 10,81 0,11 3,38%*
7) Folha: Brilho 34,27 2,79 1,48™

8) Folha: forma da sec¢ao transversal 25,79 1,92 21,11%*
9) Foliolo Terminal: relacdo comp/larg 12,76 0,07 0,47**
10) Foliolo Terminal: forma da base 29,43 0,22 1,43%*
11) Foliolo Terminal: forma do recorte 22,08 0,13 0,61**
12) Estipula: pigmentag@o antocianica 34,69 0,39 4,08%*
13) Inflorescéncia: posicao na folhagem 15,66 0,13 0,72%**
14) Flor: tamanho do calice/corola 18,91 0,13 0,83**
15) Flor: Tamanho 37,24 3,29 2,02™

16) Pétala: Relagdo comprimento/largura 32,00 0,79 0,09"

16) Fruto: tamanho em relagdo ao calice 17,39 0,25 7,29%*
18) Fruto: remocao do célice 25,31 0,17 1,64%%*
19) Fruto: tamanho 17,25 0,55 11,54%%*
20) Fruto: inserc¢ao no calice 19,67 0,01 1,79**
21) Fruto: formato mais frequente 6,53 0,17 9,54%*
22) Fruto: cor 8,79 0,26 4,74%*
23) Fruto: brilho 16,3 0,14 4, 82%*
24) Fruto: zona sem Aquénios 53,03 6,80 7,06™

25) Fruto: implantag¢do dos aquénios 22,84 0,19 2,38*%*
26) Fruto: cor dos aquénios 10,67 0,16 0,47**
27) Fruto: cavidade central 10,31 0,08 0,64**
28) Fruto: distribui¢ao da cor na polpa 36,31 0,41 1,87**
29) Fruto: regularidade da cor da polpa 44,96 0,65 0,13"

**Significativo pelo teste F (p<0,05); - ndo significativo.
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ANEXO XXII

Resultado da avaliagdo dos 21 caracteres morfoagrondmicos nas 11 cultivares de

morangueiro.
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Planta: densidade

Epoca de floragdo

Folha: cor

Folha: forma da sec¢do transversal

Foliolo Terminal: relagdo comp/larg

Foliolo Terminal: forma da base

Foliolo Terminal: forma do recorte

Estipula: pigmentagao antocianica

Inflorescéncia: posi¢cdo na folhagem

Flor: tamanho do calice/corola

Fruto: tamanho em relacdo ao célice

Fruto: remocao do calice
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Fruto: distribui¢do da cor na polpa
*Valor médio de quatro repetigoes.
*! Apenas variaveis significativas pelo teste F (p<0,05).
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CONSIDERACOES FINAIS

Tanto os caracteres morfoagronomicos como os marcadores moleculares t€ém sua
importancia reconhecida para estudos de divergéncia genética. Porém, de maneira geral, neste
estudo os marcadores moleculares foram mais eficientes, corroborando com diversos
trabalhos encontrados na literatura.

O pais de origem e a genealogia das cultivares demonstraram ser parametros
interessantes para interpretacao e discussao dos dendogramas e das matrizes de similaridade.
Porém, esses pardmetros apresentam muitas vezes limitacdes, devido, principalmente, a
complexidade do genoma da espécie F. x ananassa Duch.. A presenga de cultivares do
mesmo pais de origem num agrupamento muitas vezes nao ¢ garantia de que ha relacao direta
entre o grupo e o pais de origem, pois a maioria das cultivares sdo provenientes dos
programas de melhoramento norte americanos ou descendentes em diferentes niveis dos
mesmos. Quanto a genealogia, foi possivel identificar apenas os ancestrais de algumas
cultivares, como, por exemplo, Oso Grande, Camarosa, Dover e Tudla. Porém, algumas
cultivares, tais como Aromas, Camino Real, Diamante e Ventana, possuem como genitores
clones, fator que limitou o rastreamento dos seus ancestrais, impossibilitando a discussao
mais ampla dos dados. A tUnica excegdo para as duas ponderagdes supracitadas € a cultivar
Toyonoka, onde ndo foi identificado parentesco com as cultivares norte americanas € possui
clones ao invés de cultivares como genitores.

Os marcadores ISSR s3o mais eficientes que os marcadores RAPD e caracteres
morfoagrondmicos no estudo de divergéncia genética do morangueiro, apresentando maior
coeréncia com a origem e a genealogia das cultivares. Por sua vez, os marcadores RAPD
foram mais eficientes que caracteres morfoagronomicos.

Os resultados obtidos neste estudo serdo uteis para o melhor entendimento da base
genética das cultivares de morangueiro e também servirdo de subsidios para programas de
melhoramento visando o desenvolvimento de cultivares adaptadas as condi¢des de solo e

clima do Brasil.
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