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INTRODUCAO

O morangueiro é classificado botanicamen-
te, de acordo com Cronquist (1988), na divisdo
Magnoliophyta(Angiospermae), classe Magnoliopsida
(Dicotiledoneae), subclasse Rosidae, ordem Rosales,
familia Rosaceae, género Fragaria, e a maioria das
espécies cultivadas atualmente pertence a Fragaria x
ananassa Duch. Conforme Rocha et al. (2008), o
pseudofruto é muito apreciado pelos consumidores
em virtude de seu aroma, sabor e valor de merca-
do, sendo considerado como alimento funcional,
visto que possui propriedades nutricionais benéficas
a salde do organismo humano. E uma cultura de
grande importancia econémica e social em muitas
regides do Brasil, pois o consumo da fruta vem-se
expandindo nos ultimos anos, e o cultivo caracteriza-
-se pela agregacao de contingente consideravel de
mao de obra familiar rural. O morangueiro cultivado
F. x ananassa Duch. originou-se de uma hibrida-
¢ao natural entre as espécies Fragaria chiloensis e

Fragaria virginiana. Estas espécies obtiveram suces-
so moderado apds a introdug¢ao, destacando-se so-
mente apds serem identificados os primeiros frutos
da hibridacdo que deu origem a F. x ananassa Duch.,
por volta de 1750. O melhoramento do morangueiro
teve inicio na Inglaterra, em 1817, quando Thomas
A. Knight, usando as espécies F. chiloensis e F.
virginiana, produziu as cultivares Downton e Elton
(Conti, 1998).

O principio do melhoramento do morangueiro
€ o cruzamento dos melhores pais divergentes ge-
neticamente, selecdo e multiplicagdo dos clones pro-
missores (Camargo; Passos, 1993). Muitos métodos
estéo disponiveis para avaliar a divergéncia genética
entre populagcdes de plantas. Essas metodologias
diferenciam-se na habilidade em detectar diferencas
entre individuos, custos, facilidade de uso e repetibi-
lidade dos resultados (Milach, 1998).

A caracterizacdo de gendtipos com marcado-
res moleculares que se baseiam em DNA possibili-
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ta maior conhecimento do germoplasma disponivel
para o inicio de um programa de melhoramento,
pois permite a determinagédo do nivel de divergén-
cia genética e o padrao molecular de cada cultivar,
dados que auxiliam o delineamento racional de
cruzamentos para obtengao de cultivares superio-
res em curto prazo (Ferreira; Grattapaglia, 1998).
A caracterizagao molecular da espécie é de consi-
deravel importancia para identificacdo de gendtipos
promissores para cultivo comercial. Varias classes
de marcadores moleculares tém sido utilizadas em
estudos envolvendo morangueiro, das quais se desta-
cam: Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) —
Polimorfismo do DNA Amplificado ao Acaso,
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) —
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Ampli-
ficado, Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) — Inter
Repeti¢cdes de Sequéncias Simples e microssatélites
(Simple Sequence Repeat (SSR) — Sequéncias Sim-
ples Repetidas). Dentre os marcadores moleculares,
o ISSR baseia-se em Polymerase Chain Reaction
(PCR) — Reagédo em Cadeia da Polimerase, e tem-se
destacado como alternativa eficiente para caracteri-
zacao de genomas complexos. Para esse propdsito
utilizou-se de marcadores ISSR, arbitrarios e domi-
nantes, no entanto, em alguns casos, ha necessida-
de de ajuste de temperatura para PCR-ISSR. Ap6s
a selecao de 15 primers ISSR polimorficos, realizou-
-se a otimizacdo de amplificacdo para cada primer
selecionado por meio de marcadores ISSR. Diante
disso, o objetivo com este estudo foi avaliar a melhor
temperatura de anelamento da PCR-ISSR, usando
reagdes em gradiente para cada primer pré-selecio-
nado.

MATERIAL E METODO

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal (Labbiotec), da EPAMIG Norte -
Campo Experimental do Gorotuba (CEGR), Nova
Porteirinha, MG.

Foram coletadas folhas de 2 progénies de mo-
rangueiro da casa de vegetagéo, logo, foram reali-
zadas as extragdes de DNA de acordo com o proto-
colo Doyle e Doyle (1990). Para a PCR foi utilizado
DNA de cada progénie de morangueiro, EP-86 e
EP-164; foram testadas 20 temperaturas de anela-
mento para cada primer (45 °C a 65 °C), e amplifi-
cado com 15 primers ISSR, de acordo com a reacao
descrita a seguir: 30 ng de DNA gendmico, 2,5 uL de

Tris/KCl pH 8.3, 2,8 mM de cloreto de magnésio
(MgCl,), 0,1 mM de cada nucleosideo trifosfato —
dinucleotide triphosphate (dNTP), 4,0 uM de primer,
1 unidade de Taq DNA polimerase e agua até com-
pletar um volume de 25 pL. As amplificagbes foram
conduzidas em termociclador Life Touch®, modelo
TC-96/G/H(b)B, com aquecimento inicial da solu-
¢ao a 94 °C, por 5 minutos, para a desnaturacao
de toda a fita dupla de DNA, 45 segundos a 94 °C
para desnaturacgdo, seguido de 35 ciclos com anela-
mento (45 °C a 65 °C), por 45 segundos, e extensao
de 72 °C por 1 h 30 min, para a sintese da cadeia
complementar pela DNA polimerase, além de uma
fase de extensao final de 72 °C por 7 minutos. Por fim,
os fragmentos de DNA amplificados, via PCR-ISSR,
foram separados por eletroforese horizontal, em gel
de agarose 1,4%, a uma corrente de 230 miliamperes
(mA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos as extragcoes de DNA, foi realizada uma
corrida eletroforética para averiguagado da qualidade
do DNA Total extraido. Foram conduzidos ensaios de
gradientes de temperaturas de anelamento, como
forma de averiguar as capacidades de amplificagbes
com os diferentes primers ISSR disponiveis. As tem-
peraturas do gradiente foram interpostas entre 45 °C
e 65 °C, conforme recurso do proprio aparelho
termociclador. O arranjo para o preparo das placas
de PCR possibilitou testar quatro primers ISSR con-
juntamente, conforme esquema apresentado na
Figura 1.

Uma exemplificagdo pratica de analise eletro-
forética nos testes de gradiente esta destacada na
Figura 2.

As temperaturas de anelamento para cada
primer foram escolhidas de acordo com o resultado
da reagao que ofereceu melhor nitidez e intensida-
de das bandas no gel de agarose para cada um dos
primers avaliados, além da capacidade de discrimi-
nacao das bandas polimérficas. A média da tempe-
ratura de anelamento escolhida foi 53 °C, sendo que
a maior temperatura de anelamento selecionada foi
65 °C para o primer ISSR-807, e a menor tempera-
tura usada selecionada foi de 45 °C para os primers
ISSR-852 e ISSR-882. Como é mostrado na Tabela 1,
a temperatura de anelamento 53 °C apresentou me-
Ihor qualidade de amplificagdo para o maior nimero
de primers usados: ISSR-809, ISSR-817, ISSR-841
e ISSR-876, dos 15 selecionados, com qualidade
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Figura 1 - Interface fornecida pelo aparelho termociclador (gradiente), evidenciando a programagéao do intervalo em gra-
diente, quanto as temperaturas de anelamento nas placas de PCR (45 °C a 65 °C)
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Fonte: Elaboragédo da autora Joana D’Ark Nunes da Silva Lima.

Nota: Temp. - Temperatura; Grad. - Gradiente.

Figura 2 - Exemplo de analise eletroforética nos testes de
gradiente

Fonte: Elaboracdo da autora Joana D’Ark Nunes da Silva
Lima.

satisfatéria na amplificacdo das bandas polimorfi-
cas, seguida da temperatura de anelamento 56,4 °C
com trés primers: ISSR-844, ISSR-848 e ISSR-896,
e temperatura de anelamento 63,4 °C com trés
primers: ISSR-879, ISSR-880 e ISSR-894. E os
primers ISSR-878 e ISSR-883 obtiveram produtos sa-
tisfatérios da amplificagéo a temperatura de 61,5 °C.
Os marcadores moleculares tém sido utilizados
para estabelecer grau de parentesco entre linhagens
endogamicas e para a predicdo de comportamento
progénies (Borém; Caixeta, 2009). Ha também ou-
tros estudos para investigar a relagao entre a diversi-
dade genética em relagao as regides de origem, com
o intuito de conhecimento de similaridade entre ma-
teriais adaptados a diferentes condigdes ambientais.

Tabela 1 - Lista dos marcadores ISSR utilizados

Primer Temperatura escolhida
807 65 °C
809 53 °C
817 53 °C
841 53 °C
844 56,4 °C
848 56,4 °C
852 45°C
876 53 °C
878 61,5°C
879 63,4 °C
880 63,4 °C
882 45°C
883 61,5°C
894 63,4 °C
896 56,4 °C
Fonte: Elaboragéo da autora Joana D’Ark Nunes da Silva
Lima.

Nota: ISSR - Inter Simple Sequence Repeat — Inter Repeti-
¢bes de Sequéncias Simples.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os primers ISSR selecionados (807, 809, 817,
841, 844, 848, 852, 876, 878, 879, 880, 882, 883, 894
e 896) apresentaram temperaturas de anelamento
especificas que otimizaram tanto a quantidade como
a qualidade de bandas ISSR polimérficas em moran-
go, variando de 45 °C a 65 °C. A partir da definicdo
das temperaturas, sera possivel realizar a amplifica-
¢éo dos produtos de PCR-ISSR para analise de di-
vergéncia genética das progénies de morangueiro da
EPAMIG Norte - CEGR, Nova Porteirinha, MG.
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