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INTRODUGAO

O morangueiro cultivado (Fragaria x ananassa
Duch.) é uma planta octoploide, da familia Rosaceae,
valorizada por suas caracteristicas organolépticas,
como sabor, coloragdo e aroma. Sua propagacao
ocorre predominantemente de forma vegetativa, por
meio de estolées, mas também pode ser feita de for-
ma sexuada, usando sementes dos pseudofrutos,
técnica comum no melhoramento genético (Welter,
2021).

No Brasil, a quantidade de Programas de
Melhoramento Genético do Morangueiro € limitada,
destacando-se a necessidade de revitalizagao para
desenvolver cultivares mais adaptadas as condi¢des
tropicais e subtropicais (Galvao et al., 2017). A depen-
déncia de cultivares importadas aumenta os custos de
producado e resulta em baixa adaptabilidade, ressal-
tando-se a importancia do melhoramento local para
obter gendtipos com melhor desempenho agronémi-

co e qualidade nutricional (Zeist; Resende, 2019). A
caracterizagdo da variabilidade genética, fundamen-
tal para o sucesso do melhoramento, pode ser feita
com marcadores moleculares, como microssatélites,
que sao altamente polimorficos (Silveira, 2014).

O Banco de Germoplasma do Morangueiro,
da EPAMIG Norte - Campo Experimental do Goru-
tuba (CEGR), Nova Porteirinha, MG, é um avanco
importante, que permite o desenvolvimento de novas
variedades adaptadas localmente e estudos sobre a
diversidade genética. Isso facilita a criagcao de cruza-
mentos hibridos promissores e direciona as estraté-
gias de melhoramento (Batista et al., 2015). O uso de
microssatélites & eficiente para identificar polimorfis-
mos entre hibridos de morangueiro.

Esta Circular Técnica tem como objetivo ava-
liar a diversidade genética de hibridos de morango,
produzidos por cruzamentos dialélicos, na EPAMIG
Norte - CEGR, Nova Porteirinha, MG.
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CONDUGAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal (Labbiotec), da EPAMIG Norte -
CEGR, Nova Porteirinha, MG. Foram utilizados seis
genitores de morango (‘Toyonoka’, ‘Sweet Charlie’,
‘Camino Real’, ‘Oso Grande’, ‘Dover’ e ‘Aleluia’) e 37
hibridos obtidos a partir de cruzamentos dialélicos
completos. Foram coletadas cinco folhas completa-
mente desenvolvidas de cada hibrido de morango, e
as amostras numeradas de 1 a 37, correspondendo a
diferentes cruzamentos de hibridos gerados.

O DNA foi extraido de folhas totalmente de-
senvolvidas do morangueiro (Fig. 1), coletadas na
EPAMIG Norte - CEGR, Nova Porteirinha, MG, se-
guindo o protocolo de Doyle e Doyle (1990), com
adaptacoes. A qualidade do DNA foi verificada em gel
de agarose 2%, corado com corante tipo IV. A quan-
tidade de DNA foi estimada por espectrofotometria a
260 nm, e diluida para 50 ng/uL.

No experimento foram utilizados 20 primers
(Tabela 1). As amostras foram submetidas a reagdes
de amplificacdo, com as seguintes concentragdes
finais: cloreto de magnésio (MgCl,) (1,5 uM), (hi-
droximetil) aminometano (Tris) (10 mM), nucleosi-
deo trifosfato — dinucleotide triphosphates (dNTPs)
(0,2 uyM), primer (1 mM), Tag DNA polimerase
(0,1 U), DNA (20 ng) e agua ultrapura. As amplifi-
cagdes ocorreram em um termociclador Life Touch,
modelo TC-96/G/H(b)B, empregando-se um progra-
ma sob as seguintes condi¢des: desnaturagdo ini-
cial a 95 °C por 4 minutos; 30 ciclos de 95 °C por
1 minuto; anelamento a temperatura ideal de cada
primer (Tabela 1) por 2 minutos, e extensao a 72 °C
por 2 minutos; extensao final a 72 °C por 60 minutos,
seguido de manutencdo a 4 °C até a retirada das
amostras.

Os produtos da amplificagdo foram separados
por eletroforese, em gel de agarose 2%, em tampao

Figura 1 - Hibridos pertencentes ao Banco de Germoplasma do Morangueiro da EPAMIG Norte - Campo Experimental do
Gorut
Ao

Fotos: Débora Ferreira de Souza

Tabela 1 - Identificagéo dos primers de sequéncias microssatélites e temperatura de anelamento

Primer Sequéncia Temperatura(nodg)anelamento
EMFV 104 (F/R) TGGAAACATTCTTACATAGCCAAA 58
EMFn 182 (F/R) GCAACAAAGGAGGTTAGAGTCG 54
EMFn 111 (F/R) GAAGCTCCTCTCACAAAGTTAAGG 56
EMFn 181 (F/R) CCAAATTCAAATTCCTCTTTCC 54
ChFaM 023 (F/R) AGGAGAAGACCGGCTGTGTA 56
ARSFL 11 (F/R) GCGAAGCATAACTGGCAGTATCTG 60
EMFn 121 (F/R) GGTCCCTAAGTCCATCATGC 55
EMFn 170 (F/R) CAGTTTGCCCAACAACAAGG 55
EMFvi 166 (F/R) ACCGCAAGCTGAGTTAGAGGAG 55
EMFvi 136 (F/R) GAGCCTGCTACGCTTTTCTATG 55

Fonte: Elaboragéo dos autores.
Nota: F/R - Primers frente e reverso.
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SB 1X, por 50 minutos, e corados com corante tipo
IV e gel red. Os fragmentos foram visualizados sob
luz ultravioleta e fotografados no Loccus L-Pix Touch.

Para estimar a distancia genética, registraram-
-se as bandas polimorficas, identificadas em pelo
menos duas amostras, gerando uma matriz binaria
(1 para presenca e 0 para auséncia da banda). A
matriz de dissimilaridade foi calculada pelo comple-
mento do indice de Jaccard, e a divergéncia genéti-
ca representada por um dendrograma, pelo método
de agrupamento hierarquico aglomerativo simples —
unweighted pair group method using arithmetic ave-
rages (UPGMA), que é um algoritmo genético que
se baseia em distancias genéticas. Os dados foram
analisados com o software R, versao 3.5.2, utilizando
os pacotes Cluster, RCMDR e Ade4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste estudo representam o
primeiro esforco da EPAMIG Norte - CEGR, Nova
Porteirinha, MG, para caracterizar geneticamente
hibridos de morango, estabelecendo uma base im-
portante para entender a diversidade genética entre
os hibridos. A caracterizacdo de gendtipos por meio
de marcadores moleculares de DNA amplia o conhe-
cimento sobre o germoplasma, permitindo avaliar a
divergéncia genética e o padrao molecular de cada
cultivar, o que auxilia no planejamento estratégico de
cruzamentos para obter cultivares superiores rapida-
mente (Wendel; lastremski, 2022).

Os marcadores microssatélites sdo ferramen-
tas genéticas eficazes para diferenciar individuos
aparentados, em virtude da sua ampla quantidade,

distribuicdo equitativa no genoma e alto polimorfis-
mo, aumentando a precisdo na identificacéo e dife-
renciagdo genética (Zawadneak; Schuber; Maégor,
2019). Apos os cruzamentos, os genotipos sao estu-
dados, clonados e submetidos a cruzamentos suces-
sivos para otimizar a frequéncia de alelos favoraveis.
Os clones selecionados passam por testes de adap-
tabilidade e estabilidade antes de serem langados no
mercado (Zawadneak; Schuber; Mogor, 2019).

A compreenséao das informagdes genéticas do
germoplasma é essencial para o Programa de Me-
Ihoramento Genético, obtida por meio do estudo da
divergéncia genética, com métodos que envolvem
caracteres morfoagrondmicos e marcadores mole-
culares (Wendel; lastremski, 2022). Observando a
dissimilaridade entre as cultivares no dendrograma,
com corte na escala de 0,87, foi possivel verificar a
formacao de 12 grupos distintos (Fig. 2).

O agrupamento das cultivares de morango,
geralmente, segue um padrao relacionado com a sua
origem (Silva, 2021). Alguns hibridos permanecem
agrupados com seus genitores, em razao da heranca
de caracteristicas genéticas especificas. O Grupo |
inclui os hibridos 01, 02, 15, 11 e 13, com 02 ¢ 15
compartilhando os mesmos pais. O Grupo Il contém
apenas o hibrido 24, que, apesar de compartilhar os
mesmos genitores dos hibridos 02 e 15, apresenta
divergéncia genética, sugerindo mutagdes ou recom-
binagao (Veiga Junior et al., 2023).

No Grupo lll, formado pelos hibridos 05, 09
e 17, observa-se um genitor comum entre 09 e 17,
apesar de algumas variagdes. O Grupo IV inclui os
hibridos 30, 18 e 22, com 30 apresentando padrdes
genéticos distintos dos outros dois, indicando alta

Figura 2 - Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre 37 hibridos de morangueiros
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Nota: Resultados obtidos pelo método de agrupamento hierarquico aglomerativo simples — unweighted pair group method
using arithmetic averages (UPGMA), utilizando-se o complemento aritmético do indice de Jaccard como medida de

dissimilaridade.
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dissimilaridade genética. O Grupo V, com os hibridos
37, 25 e 36, compartilha um genitor comum. O Gru-
po VI, com os hibridos 14, 16 e 26, também sugere
uma origem compartilhada. No Grupo VII, os hibridos
10 e 12 vém de grupos geneticamente distintos, re-
fletindo combinagdes Unicas de alelos. Hibridos com
diferentes genitores podem ter maior dissimilaridade
genética. O Grupo VIII inclui os hibridos 27, 28, 23
e 35, com 27 pertencendo a outro grupo genético.
Outros grupos foram identificados, contendo hibridos
que compartilham pelo menos um genitor, como 03,
08, 31, 34, 33, 19, 20, 32, 34, 21, 29, 06 € 07.

A analise do dendrograma de dissimilaridade
genética ndo destaca um hibrido especifico, mas
sugere grupos com caracteristicas genéticas seme-
Ihantes. Para uma avaliacao detalhada, é necessario
comparar caracteristicas especificas de cada hibrido
com outras informagdes genéticas. Os resultados in-
dicam uma perspectiva promissora para estudos fu-
turos que envolvam a caracterizagdo detalhada dos
hibridos, combinando dados de biologia molecular e
caracteristicas agrondmicas.

CONSIDERAGOES FINAIS

E possivel detectar divergéncia genética entre
genotipos do morangueiro. Uma futura caracteriza-
¢ao agrondémica dos hibridos do Banco de Germo-
plasma da EPAMIG Norte - CEGR, Nova Porteirinha,
MG, combinada com analises de marcadores SSR,
aumentara seu valor nos Programas de Melhora-
mento Genético. A caracterizagdo dos 37 gendtipos
de morango, no estudo, permitira aos melhoristas de-
senvolverem novas estratégias para incorporar mais
diversidade genética em futuras cultivares.
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