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RESUMO

Caracteres moleculares do morango foram avaliados para co-
nhecer cultivares que estdo sendo introduzidas no Brasil. Utilizou-
se 0o método do polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD).
Os caracteres moleculares com maior poder de discriminagio foram
os “marcadores” gerados pelos “primers” Operon B8, Operon B19
¢ Operon G5, que foram eficientes para discriminar as vinte e seis
cultivares estudadas. Os dados foram interpretados com o auxilio de
dendograma, mapa de bandas, quadro de identificagdo e chave
dicotdmica. Foi possivel distinguir seis grupos de similaridade, dois
deles com cultivares selecionadas no Brasil, sendo um com ‘Campi-
nas’, ‘Agf 80°, ‘Piedade’, ‘Jundiai’ e ‘Monte Alegre’ e o outro com
‘Obaira’ e ‘Mantiqueira’; trés grupos com cultivares introduzidas,
sendo o primeiro com ‘Lassen’, ‘Reiko’, ‘Chandler’, ‘Pajaro’,
‘Blackmore’ e ‘Seascape’, o segundo com ‘Fern’ e ‘Oso Grande’ e
o terceiro com ‘Florida Belle’ e ‘Selva’ O ultimo grupo reuniu as
cultivares ‘Dover’ e ‘Dabreak’ junto com ‘Princesa Isabel’.

Palavras-chave: Fragaria X ananassa Duch., marcador molecular,
germoplasma.

ABSTRACT

Estimate of the genetic similarity and identification of
strawberry cultivars by RAPD analysis

Strawberry cultivars introduced in Brazil were identified through
molecular study. The method of Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) was used. Molecular characters with larger discrimination
power were produced by the primers Operon B8, Operon B19 and
Operon G5. These were efficient to discriminate the twenty six studied
cultivars. Data were analised through dendogram, bandmap, picture
and dicotomic key. Six similarity groups were distinguished: Two with
cultivars selected in Brazil, one with ‘Campinas’, ‘Agf 80°, ‘Piedade’,
‘Jundiai’ and ‘Monte Alegre’ and the other with ‘Obaira’ and
‘Mantiqueira’; three with introduced cultivars the first of which
‘Lassen’, ‘Reiko’, ‘Chandler’, ‘Pajaro’, ‘Blackmore’ and ‘Seascape’,
the second with ‘Fern’ and ‘Oso Grande’ and the third with ‘Florida
Belle’ and ‘Selva’. The last group united the cultivars ‘Dover’ and
‘Dabreak’ with ‘Princesa Isabel’.

Keywords: Fragaria X ananassa Duch., molecular marker,
germplasm.
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maioria das cultivares de moran-

ueiro originou-se de poucos an-
cestrais (Scott & Lawrence, 1975) e o
melhoramento genético tem estreitado
ainda mais a base genética do morango
cultivado (Sjulin & Dale, 1987). Sao
poucas as informagdes sobre a diversi-
dade do germoplasma disponivel em pro-
gramas de melhoramento e a origem dos
materiais ndo parece estar correlacionada
com a diversidade genética. Assim, o
sucesso no desenvolvimento de novas
combinagdes de caracteres em futuras
cultivares de morangueiro pode ser limi-
tado pela falta de informacdes e pela bai-
xa diversidade genética (Graham ef al.,
1996). A introdug@o de cultivares, a pro-
dugdo de mudas e o patenteamento de
cultivares necessitam de sistema de iden-
tificacdo. A caracterizacdo de cultivares
¢ a base para trabalhos de estimativa de
similaridade genética e para a sua identi-
ficagdo.
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Atualmente a identificagdo de cultiva-
res do morangueiro no Brasil ¢ baseada
em caracteristicas morfologicas. O regis-
tro institucional de cultivares do moran-
gueiro baseia-se em trabalho de Passos et
al. (1994) onde sdo descritas as caracte-
risticas morfologicas que devem ser con-
sideradas na caracterizac@o de cultivares.
Os trabalhos de Nehra ez al. (1991) e
Bringhurst ez al. (1981), que utilizaram a
analise de proteinas, demonstraram que o
numero de “marcadores” isoenzimaticos
possiveis ¢ pequeno, confirmando a opi-
nido de Ferreira & Grattapaglia (1996) que
o numero de locos isoenzimaticos dispo-
niveis limita o poder desta técnica. Pro-
posta por Williams e al. (1990), a técnica
de Polimorfismo de DNA Amplificado ao
Acaso (RAPD) demonstrou ser eficiente
na identificagdo de cultivares do moran-
gueiro nos trabalhos de Parent & Pagé
(1995); Gidoni et al. (1994) e Graham et
al. (1996).

O presente trabalho visou a caracte-
riza¢do molecular, via RAPD, de vinte e
seis cultivares de morangueiro, nacionais
e introduzidas, incluindo as atualmente
cultivadas e aquelas com potencial de uso
em programas de melhoramento ¢ nas
diferentes regides produtoras.

MATERIAL E METODOS

As vinte e seis cultivares de moran-
gueiro, fornecidos pelo IAC, foram
mantidas em vasos, coletando-se as
amostras de folhas utilizadas na carac-
terizagdo molecular. As cultivares foram
numeradas de 1 a 26. A Tabela 1 des-
creve as cultivares, o respectivo nime-
ro indicativo, o pais de origem ¢ os
marcadores que as identificam.

Em cada cultivar foram coletadas
uma ou duas folhas “ndo expandidas”
que foram colocadas em cadinho de
porcelana onde foi adicionado nitrogé-
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Tabela 1. Cultivares organizadas pela mesma ordem em que aparecem no dendograma e os respectivos codigos de identificacdo, Estado e

pais de origem e “marcadores” que identificam as cultivares.

Cédigo Cultivar Local de origem "Marcadores"
1 'Dover' Florida/EUA B19E (+), B19M (-), B8l (-)
4 'Princesa Isabel' S&o Paulo/Brasil  B19V (+), B19P (+)
10 'Dabreak’ California/EUA B8G (+)
2 'Agf 80 Sao Paulo/Brasil  B19M (+), B19E (-), B19F (-), B19W (-), B19R (-)
3 'Campinas’ Sao Paulo/Brasil  B19M (+), B19E (-), B19F (-), B19W (-), B19R (-)
7 'Jundiai' Sao Paulo/Brasil  B19E(-),B19W(-),B19R(-),B19J(-),B8I(+),B80(-),G5A (+)
6 'Piedade’ Sao Paulo/Brasil  B19R (+), B19W(-), B19L (-)
11 'Monte Alegre'  S&o Paulo/Brasil  B19W (+), G5N (-)
23 '‘Chandler' California/EUA B8J (+), B19E (-)
26 '‘Seascape’ California/EUA B19F (+), G5D (-) e B8J (-)
9 'Lassen’ California/EUA B19E (+),B19M (-),G5C (-),B8J (-),B8I (+),B19J(+)
25 '‘Blackmore' California/EUA B19M (+), B19E (+), B8G (-), B19V (-)
13 'Reiko’ Japao B19E(+),B19M(-),G5D (-),B8I (+),B19J (-),G5A (+)
24 'Pajaro’ California/EUA B8J (+), B19E (+)
5 'Guarani' Séo Paulo/Brasil  B19V (+), B19P (-)
16 'Sequoia’ California/EUA G5C (+)
8 'Cruz' Florida/EUA G5N (+), B8L (-)
17 'Florida Belle'  Florida/EUA B19I (+)
19 'Selva' California/EUA G5A (+), B19E (-), B19L (-), B8L (-), B8I (-)
14 'Dr. Morére' Franga B19L (+)
12 'Obaira’ Sao Paulo/Brasil  B19E (-), B8I (+), B8O (+), B8B (-)
15 'Mantiqueira' Sao Paulo/Brasil  B19E(-),B8I (+),B80(+),B8B (+),B19I (-),G5N (-), B19F (-)
22 "Toyonoka' Japéao G5D (+)
18 'Fern' California/EUA B19E (-), B8I (+), B8O (-), G5A (-)
21 'Oso Grande'  California/EUA B19E (+), B19M (-), B8I (+), G5A (-)
20 'Korona' Holanda B8L (+)

nio liquido. As folhas foram maceradas
com pistilo até a formagdo de um p6 bem
fino. Deste material colocou-se 100 a
150 mg em tubo de Eppendorf. Em um
dos tubos foi adicionado 650 ml do tam-
pdo de extracdo (3% CTAB, 1,4 M
NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris Hcl
pH 8,0, 1% polivinilpirrolidone) conten-
do 40 ml (6,0%) de 2-mercaptoetanol
adicionado imediatamente antes do uso.
Os tubos restantes, com material extrai-
do, foram armazenados em freezer a
temperatura de -70°C. Os tubos foram
incubados em banho Maria a 60-65°C
por 30 minutos. Durante a incubagdo,
os tubos foram agitados a cada 10 mi-
nutos para homogeneizar a suspensao.
Apds a incubagdo foi adicionado 650 ml
de solugdo de cloroformio-alcool
isoamilico (24:1), agitando-se os tubos
a cada 5 minutos e invertendo-os até
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formar emulsdo homogénea. Os tubos
foram centrifugados a 13.000 rpm du-
rante 10 minutos. A face superior foi
pipetada para outro tubo, onde foi adi-
cionada novamente solugéo de clorofor-
mio-alcool isoamilico (24:1), agitado e
centrifugado novamente. Posteriormen-
te adicionou-se 150 ml de solugdo de
acetato de amonia 5 M e em seguida
adicionou-se 1000 ml de etanol 96°GL
a temperatura de -20°C para precipitar
os acidos nucléicos no fundo do tubo.
O tubo de Eppendorf foi invertido e
mantido nesta posi¢ao por aproximada-
mente 20 minutos, até evaporar o etanol.
Foram realizadas duas lavagens dos aci-
dos nucléicos adicionando, em cada uma
delas, 300 ml de etanol 70%. O tubo foi
invertido e aguardado o tempo necessa-
rio para que o “pellet” e o tubo ficas-
sem completamente secos. O “pellet” foi

ressuspendido, dependendo do tamanho,
em 50 a 100 ml de tampdo TE (10 mM
Tris HCI pH 8,0 ¢ 1,0 mM EDTA), até
ficar completamente dissolvido.

Para a eliminagdo do acido
ribonucléico adicionou-se aos tubos 2
ml de solugdo de RNAse (10 mg/ml)
para cada 100 ml de solugdo de TE con-
tendo os 4cidos nucléicos. Em seguida
os tubos foram incubados a 37°C por
uma hora para a digestdo do RNA. Para
a eliminagdo da RNAse foi necessaria
nova extracdo com cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1), outra precipitagdo,
agora sim de DNA (acido
desoxirribonucléico) puro, com etanol
e ressuspensdo em TE. As amostras de
DNA foram quantificadas por
espectrofotometria em aparelho GENE-
QUANT Pharmacia.

Hortic. bras., v. 20, n. 2, jun. 2002.
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As amplificagdes foram feitas em
volume de 25 ml contendo 20 mM de
Tris Hel pH 8,4, 50 mM de KCI, 100
mM de cada um dos 4
desoxinucleotideos, 20 ng (2mM) de
“primer” (10 pares de bases), 0,1%
Triton X-100, 1,8 mM de MgCl,, 25 ng
de DNA molde de morango, 1,5 U da
enzima Taq DNA Polimerase. A rea¢ao
de amplificagdo foi feita em
termociclador PTC-100 da M. J.
RESEARCH INC. O programa inicia-
se com a pré-denaturagdo a 92°C, por 2
minutos, seguida de 45 ciclos de 45 se-
gundos a 94°C, 1 minuto a 42°C e 2 mi-
nutos a 72°C, com extensdo final de 2
minutos a 72°C. Os fragmentos ampli-
ficados foram separados em gel de
agarose 1,6% em tampdo TBE (50 mM
de Trisma base, 50 mM de acido borico
e 2,5 mM de EDTA sodico) a corrente
elétrica de 100 mA. O gel foi corado
com brometo de etideo (10 mg/ml) por
20 minutos, descorado em agua corren-
te por 40 minutos e fotografado com fil-
me polaroide 667 com filtro laranja em
transiluminador de ultra violeta Macro
Vue de 302 nm.

Os “primers” utilizados foram esco-
lhidos buscando-se procurar os que
apresentavam capacidade de gerar nu-
mero médio de fragmentos de DNA
amplificados polimorficos (bandas), de
alto peso e maior polimorfismo. Foram
avaliados sessenta “primers” adquiridos
da Operon Technologies INC, sendo
vinte do Kit B, vinte do Kit G e vinte do
Kit J. Baseado nestes resultados foram
escolhidos os “primers” B 6, B 8, B 19,
B 20,J 12 eJ 16. Os “primers” G 2, G
5, G 11 e F 7 foram escolhidos porque
apresentavam bom polimorfismo no tra-
balho de Gidoni et al. (1994) e os
“primers” F 7 e G 11 porque deram bons
resultados no trabalho de Parent & Pagé
(1995). Cada “primer” escolhido foi
avaliado duas vezes com as vinte e seis
cultivares. Dentre estes, foram escolhi-
dos aqueles com melhor defini¢ao e com
repetibilidade de resultados, que sdo os

da Operon Technologies B 6
(TGCTCTGCCC), B 19
(ACCCCCGAAQG), B 8
(GTCCACACGQ), G 5

(CTGAGACGGA) e G 11
(TGCCCGTCGT). Estes “primers” ge-
raram um total de setenta e trés
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“marcadores” que foram utilizados na
obtencdo dos resultados deste trabalho.
A partir destes “marcadores” foi possi-
vel construir um dendograma, onde ¢
estimado o grau de similaridade entre
as cultivares e o mapa de bandas que
mostra a posi¢do deles em cada culti-
var, respeitando a mesma disposicdo de
cultivares do dendograma. Entre os se-
tenta e trés “marcadores” gerados, fo-
ram escolhidas vinte com maor poder
de discriminagdo dos "primers" B8, B19
e G5) com maior poder de discrimina-
¢do. Com estes construiu-se o quadro
de identificacdo e a chave dicotomica.
Esta metodologia foi escolhida pois a
utilizagdo de poucos “marcadores” com
capacidade de separar muitas cultivares
facilita o trabalho de identificacdo. O
dendograma e o mapa de bandas sdo
uteis para obter o grau de similaridade
entre cultivares e o quadro de identifi-
cacdo e a chave dicotdmica sdo recur-
sos para identificar cultivares.

A estimativa dos pesos moleculares
dos fragmentos amplificados, utilizados
como “marcadores”, expressos em ni-
mero de pares de bases, foi obtida dire-
tamente nas fotografias das eletroforeses
por comparagdo com o padrdo de peso
molecular 100 bp DNA ladder. A esti-
mativa foi feita no software DNAFRAG
(Schaffer & Sederoff, 1981). Para a
identificagdo das vinte e seis cultivares
foram utilizados vinte “marcadores”.
Estes foram identificados por uma pri-
meira letra e um numero, que ¢ a desig-
nagao do “primer” que deu origem e por
uma ultima letra que ¢ a identificacdo
do “marcador” e se refere ao numero de
pares de bases dos fragmentos amplifi-
cados. A descricdo destes “marcadores”
com o respectivo numero de pares de
bases, pode ser vista no quadro de iden-
tificacdo (Figura 1).

A analise dos dados moleculares foi
baseada na presenga ou auséncia de ban-
das (1 ou 0 respectivamente) com o mes-
mo peso molecular. A partir dos géis ob-
tidos foi construida uma matriz binaria que
originou a matriz de coeficientes de simi-
laridade pelo método da similaridade qua-
litativa com o coeficiente de Jaccard. Para
a formagdo dos dendogramas, as matri-
zes de coeficientes de similaridade foram
analisadas pelo método do desempenho
seqiiencial de aglomeragdo hierarquica de

grupos (“Sahn Clustering”), com o coefi-
ciente do método do agrupamento pareado
sem peso com significado aritmético
(Rolph, 1992).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O dendograma formado, baseado no
coeficiente de similaridade de Jaccard
resultou em seis grupos de cultivares.
Comparando-se as informagdes de ori-
gem das vinte e seis cultivares estuda-
das com o dendograma obtido, notamos
que existe uma relagdo entre a origem
das cultivares e o grau de similaridade
exposto no dendograma. Podemos in-
ferir que foram coerentes com a origem
os grupos formados pelas cultivares
Campinas, Agf 80, Jundiai, Piedade e
Monte Alegre, pois estas (Camargo &
Passos, 1993) foram selecionadas no
Instituto Agronomico de Campinas,
com excegdo de ‘Agf 80’ da qual se des-
conhece a origem, mas apresentou si-
milaridade 100% com a cultivar ‘Cam-
pinas’. O grupo formado pelas cultiva-
res Lassen, Reiko, Chandler, Pajaro,
Blackmore e Seascape s6 ndo ¢ coeren-
te com a origem porque a cultivar Reiko
foi selecionada no Japdo e ndo na
California, como as demais (Thomas &
Goldsmith, 1945; Faedi ef al., 1988 ¢
Estados Unidos, Regents of the
University of California, 1996a). O gru-
po formado pelas cultivares Obaira e
Mantiqueira ¢ coerente com os dados de
origem pois ambas foram selecionadas
no IAC, assim como o grupo formado
pelas cultivares Fern e Oso Grande,
ambas selecionadas na California (Faedi
et al., 1988 e Estados Unidos, Regents
of the University of California, 1996b).
O grupo formado pelas cultivares Dover,
Princesa Isabel e Dabreak ndo ¢ coerente
com a origem pois a cultivar ‘Dover’
foi selecionada na Florida (Howard &
Albregts, 1980), a cultivar Princesa Isa-
bel foi selecionada no IAC (Camargo
& Passos, 1993) e ‘Dabreak’ foi selecio-
nada na California. O grupo formado
pelas cultivares ‘Florida Belle’ e “Sel-
va’ também ndo tem coeréncia com os
dados de origem, pois a primeira foi se-
lecionada na Florida (Howard &
Albregts, 1976), e a segunda na
California (Faedi et al., 1988).

Inicialmente proposto por Powell et
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Pr. pb 1 2 3 4 5 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
B8B 1793 + + 0+ 4+ + + -+ o+ o+ o+ o+ + - o+ + o+ o+ o+ o+
B8G 886 - - - - - - - e - . - ..o oL oo
B8l 752 . T e S e s T I N I + o+
B8J 657 - e e e e e oo e e e e e e e e e e .-
B8L 593 T T
B8O 468 + - - - -+ -+ + + + - o+ - + + +
B19E 1255 + - - - - - + - - e . + - + -
B19F 1179 e T e S S R S
B19l 1062 T
B19J 1028 + + + + - 4+ - + + + - - - S
B19L 990 e - - - - . e .. a -
B19M 944 -+ 4+ + + o+ -+ - + - e oo e oo oo+ o+
B19P 855 -+ + + - - - - - S T R R B
B19R 763 T T U
B19V 564 L
B19W 522 - - - - - - - - - .
G5A 976 + + + + + + + + + + + + + + + - + - - + + + + +
G5C 899 - A - - - - - .- .-
G5D 843 T T T T T T T S
G5N 264 T T T T R T T

Figura 1. Quadro de identificag@o que separa as 26 cultivares testadas individualmente, onde “+” indica a presenca do “marcador” e

(T3}

a

auséncia. Na primeira coluna esta a denominagdo do “primer” (pr), seguida da letra identificativa do “marcador” e na segunda o nimero de
pares de base (pb) do “marcador” e nas outras 26 colunas, as cultivares em ordem crescente. Piracicaba, ESALQ, 1999.

al. (1991), o mapa de bandas ¢ uma al-
ternativa para apresentar os dados de
“marcadores” (fragmentos de DNA
amplificados de determinado peso) ¢ a
disposicdo deles nas cultivares utiliza-
das. Este método permite uma visdo
ampla da disposi¢do dos “marcadores”
e com ele é possivel identificar o nime-
ro de “marcadores” por cultivar ¢ o ni-
mero de cultivares com um determina-
do “marcador”. Graham et al. (1996)
utilizou este recurso em morangueiros.
Neste trabalho foi construido este qua-
dro com as vinte e seis cultivares ¢ os
mesmos setenta e trés “marcadores” uti-
lizados no dendograma. Neste quadro
sd0 colocadas as cultivares e a respecti-
va disposic¢do de bandas comecando de
baixo para cima, com os “marcadores”
que possuem somente uma banda nas
vinte e seis cultivares, em seguida aque-
les que possuem bandas em duas culti-
vares ¢ assim por diante até, no final,
aqueles “marcadores” que possuem ban-
das em todas as cultivares. A presenca
de produtos de amplificagdo esta repre-
sentada por espagos cheios ¢ a ordem
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das cultivares ¢ indicada exatamente
como a gerada pelo dendograma. As
designagdes da margem direita indicam
a denominacdo dos “marcadores”. O
mapa de bandas deu indicagdes da dis-
posi¢do dos “marcadores” nas cultiva-
res. A maior parte dos “marcadores”
apresentou poucas bandas, pois 23,29%
dos “marcadores” apresentou uma ban-
da e 68,50% apresentou até seis bandas.

Outra maneira de apresentar os da-
dos de “marcadores” moleculares de
RAPD ¢ através de um quadro com o
numero suficiente de “marcadores” para
identificar as cultivares. Gidoni ef al.
(1994) montaram um quadro de identi-
ficagdo para oito cultivares de moran-
gueiro com os resultados da analise de
RAPD ¢ identificaram os fragmentos
polimorficos de DNA (“marcadores”)
pelo numero de pares de bases e pelo
“primer” que deu origem. O quadro foi
composto de oito cultivares e dez
“marcadores”. Neste trabalho foi possi-
vel montar este quadro de identificagdo
(Figura 1) com as vinte e seis cultivares
e vinte fragmentos polimorficos utiliza-

dos como “marcadores”, sendo seis do
“primer” B 8, dez do “primer” B 19 e
quatro do “primer” G 5. O quadro da a
disposicdo de todas as bandas de cada
“marcador” em cada cultivar. No entan-
to, algumas cultivares podem ser
identificadas por apenas alguns
“marcadores”. Assim, na tabela 1, des-
crevemos as cultivares e os respectivos
“marcadores” seguidos do simbolo “+”
quando a banda esta presente e do sim-
bolo “-” quando esta ausente.

Parent & Pagé (1995) propuseram
uma chave dicotomica para identificar
treze cultivares de morango do progra-
ma de certifica¢do do Estado de Quebec,
Canada, com resultados obtidos da ana-
lise de RAPD. Os autores montaram a
chave dicotdmica baseando-se em dez
“marcadores” pertencentes a dois
“primers”. Neste trabalho, baseando-se
nos mesmos “marcadores” utilizadas no
quadro de identificag¢do, construimos
uma chave dicotomica para a identifi-
cacdo das vinte e seis cultivares anali-
sadas (Figura 2). Alguns “marcadores”
se destacaram nesta chave dicotomica,

Hortic. bras., v. 20, n. 2, jun. 2002.
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B8G 1 20
0] B8L 1 17
0[B19I 1 14
0|B19L 1 16
0|G5C 1 22
0|G5D 8
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Figura 2. Chave dicotomica de identificacdo das cultivares expressos pelos numeros inteiros de 1 a 26. O nimero

“1”

indica a presenca da

banda e o nimero “0” a auséncia. As denominag¢des com letras intercaladas de nimeros sdo os “marcadores”. Piracicaba, ESALQ, 1999.

pela importancia na separagdo de cul-
tivares. A banda do “marcador” B19M se-
para as cultivares Blackmore, Campinas e
Agf 80 das demais, quando presente. A
banda do “marcador” B19E, se presente,
separa as cultivares Lassen, Dover, Reiko

Hortic. bras., v. 20, n. 2, jun. 2002.

¢ Oso Grande de Mantiqueira, Obaira,
Jundiai, Fern e Selva e, o mesmo
“marcador” também separa Chandler de
Pajaro e Blackmore de Campinas e Agf 80.
Outro “marcador” que se destaca ¢ o B8O
pois a presenga da banda separa as cultiva-

res Mantiqueira e Obaira de Jundiai e Fern.

A caracterizagdo de cultivares pode
se basear nas diferengas de morfologia
ou em diferengas nas moléculas de pro-
teinas ou DNA. Esta tltima, denomina-
da molecular, quando utiliza o DNA,
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Figura 3. Mapa de bandas obtido com os dados de RAPD nas 26 cultivares com o indice de Jaccard. Os niimeros acima do mapa indicam
as cultivares, abaixo a quantidade de bandas da cultivar, na margem esquerda o nimero de bandas de cada “marcador” e na margem direita
a denominacgdo do “marcador”. Piracicaba, ESALQ, 1999.
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Estimativa da similaridade genética e identificag@o de cultivares de morangueiro por anélise de RAPD.
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Figura 3. (Continuagéo)

pode ser realizada pelos métodos de
RFLP, RAPD, AFLP, minisatélites ou
microsatélites. Desse modo, a escolha
de qual método utilizar vai depender das
condigdes e recursos existentes dispo-
niveis ao melhorista considerando as
vantagens e desvantagens de cada um.

Ferreira & Grattapaglia (1996) co-
mentam que “marcadores”
morfologicos existem em menor nume-
10, 0 que limita a cobertura do genoma,
além disso sdo especificos para um de-
terminado tecido o que impede a sua
determinagdo quando ha apenas alguma
parte vegetativa da planta disponivel. Os
“marcadores” moleculares t€ém a vanta-
gem de serem, em geral, neutros em re-
lacdo a efeitos fenotipicos e tém mini-
mo ou nulo efeito epistatico ou
pleiotrépico. A desvantagem dos

Hortic. bras., v. 20, n. 2, jun. 2002.

“marcadores” moleculares ¢ a necessi-
dade de alguns equipamentos, depen-
dendo da técnica a ser utilizada, € o co-
nhecimento prévio de quais
“marcadores” sdo os mais adequados a
cultura que esta sendo utilizada. Consi-
derando que a técnica de RAPD ¢ rela-
tivamente barata, ¢ que neste trabalho
ja foram detectados os “primers” B8,
com os “marcadores” de 1793, 886, 752,
657, 593 ¢ 468 pares de base (pb), o
“primer” B19 com os “marcadores” de
1255, 1179, 1062, 1028, 990, 944, 855,
763, 564 ¢ 522 pb e o “primer” G5 com
os “marcadores” de 976, 899, 843 ¢ 264
pb, como adequados a cultura do mo-
rangueiro, podemos inferir que € viavel
utilizar o método de caracterizagdo
molecular, por analise de RAPD, como
outra op¢do a caracterizagdo

morfologica atualmente utilizada.

Entre as técnicas que utilizam o
DNA, Santos (1994) comenta que a téc-
nica de RAPD ¢é mais rapida, mais sim-
ples, requer menor quantidade de DNA
e ¢ mais barata que a técnica de RFLP,
no entanto pode apresentar baixa
repetibilidade nos resultados. Conside-
rando que neste trabalho foram adotadas
as sugestoes de uso de detergente e au-
mento da temperatura de anelamento
para 42°C recomendadas por Levi et al.
(1993) para obter dados com alta
repetibilidade, podemos considerar a
técnica de RAPD mais vantajosa.
Ferreira & Grattapaglia (1996) comen-
tam que as técnicas de minisatélites exi-
gem conhecimento prévio de qual
sequéncia utilizar como sonda, e ndo se
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justifica o uso da técnica de
microsatélite e AFLP em espécies com
elevado nivel de diversidade genética,
detectavel por outros métodos. A
Fragaria X ananassa é uma dessas es-
pécies, como ficou comprovado neste
trabalho pela diversidade genética apre-
sentada no dendograma. Por estas razdes
e pelos resultados obtidos através da
analise de RAPD, que forneceu
“marcadores” polimorficos para a iden-
tificacdo e formacgao de grupos de afini-
dade, esta técnica pode ser considerada
a mais viavel para a caracterizacdo de
cultivares de morango. Neste trabalho
as cultivares Dabreak, Korona, Florida
Belle, Dr Morére, Sequoia ¢ Toyonoka
apresentaram um “marcador” especifi-
co, demonstrando como “marcadores”
RAPD podem ser aplicados com o pro-
posito de discriminagao.

Entre os mecanismos utilizados para
ajudar a interpretar os resultados obti-
dos com marcadores de RAPD, verifi-
camos que o dendograma € interessante
para podermos propor o grau de simi-
laridade entre as cultivares e a forma-
¢do de grupos de cultivares semelhan-
tes. O mapa de bandas ¢ interessante
quando se quer detectar quais os
marcadores que ajudam na identificacdo
destes grupos. O quadro de identifica-
¢do pode ser utilizado quando o propo-
sito ¢ a identificacdo de cultivares, pois
ele da a disposi¢do das bandas dos
“marcadores” que realmente identificam
as cultivares. A chave dicotomica tem a
mesma fun¢do de uma chave dicotdmica
com base em dados morfoldgicos, ou
seja, identificar cultivares com o mini-
mo de marcas possiveis e necessarias.

Passos (1982) verificou que havia
ampla variabilidade entre as cultivares
estudadas em seu trabalho e comentou
que provavelmente grande parte era de
origem genética. Neste trabalho foi de-
monstrado, pelos valores de similarida-
de obtidos nas analises moleculares, que
ha variabilidade entre as cultivares e, por
estas analises terem como base 0o DNA,
estas diferengas sdo de origem genéti-
ca. Neste trabalho foram utilizados ma-
teriais com origem de programas de
melhoramento de diversos paises e o
resultado ndo foi uma diversidade ge-
nética estreita como propunham Scott
& Lawrence (1975) e Sjulin & Dale
(1987). Esta maior diversidade genéti-
ca pode ser consequéncia do fato do
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morangueiro, segundo Camargo & Pas-
sos (1993), ter uma estrutura genética
altamente heterozigota, devido aos va-
rios niveis de ploidia e a origem hibrida
da maioria das espécies, condigdo esta
mantida pelo sistema de propagacao
vegetativa do morangueiro cultivado.
Estes resultados indicam que o mo-
rangueiro cultivado atualmente, apre-
senta diversidade genética, o que pode
ser util em programas de melhoramen-
to e que, com o método de RAPD utili-
zando-se o dendograma e o mapa de
bandas, ¢ possivel fazer inferéncias
quanto a similaridade entre cultivares.
Também ¢ possivel, utilizando-se do
quadro de identificacdo e da chave
dicotomica, identificar cultivares. No
entanto, ¢ interessante que trabalhos
posteriores, com um numero maior de
“primers”, determinem a absoluta
especificidade dos “marcadores” para
cada cultivar e uma analise mais
abrangente e precisa do germoplasma do
morangueiro cultivado e selvagem.
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