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RESUMO

Maia, Silvia Helena Zequim, Msc. Universidade Esdde Maringa, marco de
2009. Diversidade genética na videira Italia (Vitis vinifera L.), utilizando
marcadores microssatelitesOrientador: Professora Dra. Maria de Fatima Riees
Silva Machado. Conselheiros: Professora Dra. Claudearecida Mangolin e
Professor Dr. Erasmo Renesto.

A proposta do presente estudo foi estimar a didade genética erfoci SSR
(Simple Sequence Repdattambém chamados de microssatélites, em clones da
cultivar Italia {itis vinifera L) das localidades de Marialva, Paicandu e Urai
(Parana-PR), e das localidades de Jales, Pilarude Sdo Miguel Arcanjo (S&o
Paulo-SP). Nas seis populacfes da cultivar ItANaliadas conprimers para 17
loci SSR foram evidenciados 36 alelos e 2,12 alébasis polimorficos. Nosloci
Vvs3 e Udv96 nas seis populacdes da cultivar Italia foram etmados 3 alelos,
enquanto nos 15 demdwxi (SculOvy Scullvy Scul5vyUdv26, Udv32, Udv34
Udv40, Udv44, Udv74, Udv83Jdv107 Udv108 Vvmd05 Vvmd06 VvmdO7j
foram encontrados apenas 2 alelos diferentes. egpiéncias variaveis dos alelos
em 52,8% do$oci SSR conferiram uma proporc¢ao alta de plantas hegetas nas
seis populacdes. A heterozigosidade média obsemarttzu de 0,70 (populacdo de
Paicandu) a 0,9647 e foi maior na populacdo deMigoel Arcanjo (H=0,9647), e

a heterozigosidade média esperada variou de O{fopdlacdo de Urai) a 0,4950 e
foi maior na populacdo de Jales £H,4950). Os parametros de diversidade
genética apontam para um excesso global de hajetogi(valores negativos dg F
para todos okci SSR analisados). O valor global defbi -0,8492 e foi maior (§

= -1,0) nosloci SculOvy Scullvy Udv26 Udv32Udv34 Udv4Q Udv85 e
Vvmd27 O calculo da divergéncia genética entre as semilpcdes da cultivar
Italia foi considerado como moderada+(F 0,0648). Os clones plantados em Jales
(SP) e em Urai (PR) foram considerados como os palisorficos (52,9%)
porque estes apresentaram as maiores proporcoesid®SR com variacdo nas
frequéncias de alelos e uma maior divergéncia egiimcia dos alelos, além de

apresentarem alelos novos. O clone plantado enaMar{PR) apresentou 0 menor
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namero ddoci SSR com variacédo na frequéncia dos alelos (17,8fdigativo de
maior estabilidade genética, porém apresentou arm@oporcdo de plantas
quimeras, indicativo de maior potencial para dissampor propagac¢ao vegetativa
clones geneticamente divergentes. Desta forma,esepte estudo mostrou que,
apesar de a propagacao vegetativa ser a formpaelvgdo usada para a formacao
de pomares de uva Italia, estes ndo devem serdesadds como geneticamente
uniformes. Existe variabilidade genética dentrocdda clone, determinada pelo
surgimento de novos alelos (mutacbes e/ou recogi@sa mitdticas) e por

alteracdes nas frequéncias dos alelos originatsifibinacfes mitdticas).

Palavras-chaveVitis vinifera microssatélites, diversidade genética, recombesc

mitoticas, plantas quimeras.



ABSTRACT

Maia, Silvia Helena Zequim, Msc. Universidade Egdde Maringa, marco de
2009.Genetic diversity in Italia grapevine (Vitis vinifera L.), using marcadores
microsatellites Adviser Professor: Dra. Maria de Fatima Pires da Silva Machado.
Committee Members: Dra. Claudete Aparecida Mangolin and Dr. Eragteaesto.

Genetic diversity inSimple Sequence Reped&SR) loci, also known as
microssatellites, was estimated in clones of caitiffalia {/itis vinifera L) in the
regions neighboring Marialva, Paicandu and UrardRa, Brazil) and in the regions
around Jales, Pilar do Sul and Sao Miguel Arca8j@o(Paulo, Brazil). Thirty-six
alleles and 2.12 alleles/polymorphic loci were ségied in six populations of
cultivar Italia evaluated byrimers for 17 SSR loci. Whereas 3 alleles were
reported inloci Vvs3 and Udv96 in six populations of cultivar Italia, only two
different alleles were registered for the otherld& (SculOvy ScullvyScul5vy
Udv26, Udv32, Udv34Uudv40, Udv44, Udv74, Udv8®dv107 Udvli08 Vvmd05
Vvmd06 Vvmd07. Variable frequencies of alleles in 52.8% of S8& provided a
high proportion of heterozygote plants in six p@pans. Although mean
heterozygosity ranged between 0.70 (Paicandu ptgojaand 0.9647, it was
highest in the Sdo Miguel population£40.9647). Expected mean heterozygosity
ranged between 0.4064 (Urai population) and 0.48%)highest was in the Jales
population (H = 0.4950). Parameters of genetic diversitpw anoverall excess of
heterozygosegnegative rates of &for all SSRloci analyzed). Overall rate ofF
was -0.8492; it was highest & -1.0) in loci SculOvy Scullvy Udv26
Udv32Udv34 Udv4Q Udv85 and Vvmd27 Genetic divergence among the six
populations of the cultivar Italia was slight;{E 0.0648). Clones cultivated in Jales
(SP) and in Urai (PR) were the most polymorphicsof@2.9%) due to the fact that
the clones had the highest proportions of SIBB with variationsin allele
frequencies and a higher divergence in allele ®eeqgy. They also formed new
alleles. Since clone cultivated in Marialva (PRpwbd the lowest SSRci with
variation in allele frequency (17.6%), a high genetability is evidenced, even

though it had the highest proportion of chimerantdaThe latter shows a higher
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potential to disseminate genetically divergent eknthrough vegetative
propagation. Current analysis showed that in gpfiitthe fact that Italia clones are
reproduced by vegetative propagation, they aregeotetically uniform. In fact,

each clone has genetic variability determined leyriee of new alleles (mutations
and/or mitotic recombinations) and by changes m filequencies of the original

alleles (mitotic recombinations)

Key words: Vitis vinifera, microssatellites, genetic diversity, mitotic

recombinations, chimera plants.
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1. INTRODUCAO

A cultivar Itdlia tem sido considerada como a maiportante das uvas
finas do Brasil. Sousa (1996) relata que esta veultifoi desenvolvida pelo
melhorista Angelo Pirovano, na Italia, por meio daizamento de Bicane e
Moscatel de Hamburgo, realizado em 1911, e foothizida no Brasil na década de
20. Nos anos 50, passou a ser cultivada comeraiténm® Estado de Sao Paulo, e
na década de 60 foi difundida para o norte do IBsthd Parana e outras regifes
desse estado.

O cultivo da uva fina de mesa Italia no noroest®dmna foi iniciado pela
colénia japonesa. Os primeiros parreirais plantadosunicipio de Marialva (PR)
estavam nas propriedades de Yamanaka e Wakitanoa@e 1962, com material
propagativo oriundo do municipio de Ferraz de Vasetns (SP) (Oliveira-Collet,
2003).

As plantas da cultivar Italia sdo descritas pord €£993) como vigorosas e
férteis, atingindo uma produtividade entre 30 &/H8", quando bem manejadas. Elas
apresentam ciclo longo (mais ou menos 130 a 150rdiaegidao Norte e Noroeste do
estado do Parand). Sao susceptiveis as doencasafireg necessitam de protecao
preventiva contra antracnose, mildio, oidi®@trytis necessitam também de poda
longa (8 a 12 gemas). Os racemos tém forma citiagrdnica, sdo grandes (400 a
800g), um tanto quanto alongados e naturalmentéonsompactos, necessitando de
intenso desbaste. Estes racemos apresentam baténmesi ao transporte e ao
armazenamento, podendo ser conservados em camgyasfitas. As bagas sao
grandes (8 a 12q), de cor esverdeada a levemeraeelana quando bem maduras;
sdo ovaladas, com textura trincante e sabor nelevemente moscatel, de melhor
intensidade quando as uvas s&o colhidas com petosrie? Brix. A aderéncia dos
frutos ao pedicelo é boa, bem como a resisténaiacasaduras.

No Estado do Parana, o municipio de Marialva tela sbnhecido como a
Capital da Uva Fina de Mesa, porque vem se destacemmo o maior produtor

dessas uvas, contando com 1.500 ha de parreiragraincdo e cerca de 750



produtores que colhem duas safras anuais, dandgi@&ruma producéo total de
50.000 toneladas (Dados do Departamento de Econora-Seab-PR, 2009). A
cultura da uva tem sido o principal fator de desbnmento de Marialva e de seus
produtores, gerando cerca de quatro empregos ptarae

A uva ltadlia vem sendo mantida por propagacdo watgat mas a
ocorréncia de mutacbes somaticas parece ser untoetreglente. Kishino e
Mashima (1980) descreveram que mutacdes somatioasplantas de Italia
cultivadas na regido de Marialva geraram as cu#s/&ubi e Benitaka. A cultivar
Rubi foi descrita como originaria de mutacao sooaagispontanea na cultivar Italia,
ocorrida em um parreiral comercial do produtor Ket@kuyama, no municipio de
Santa Mariana, no Norte Estado do Parana, em 187#&iltivar Rubi diferencia-se
da cultivar original pela coloracao rosada das a&gpela tonalidade avermelhada
das folhas no final do ciclo. As demais caractedstda planta e da uva, inclusive o
sabor moscatel, sdo as mesmas da ltalia.

A cultivar Benitaka também foi descrita como orggia de uma mutacéo
somatica espontanea, encontrada em parreiral di, I@o viticultor Sadao
Takakura, em Florai, no noroeste do Estado do Baem 1988 (Sousa, 1996).
Essa cultivar difere da original Italia e também Riabi pela intensa coloracéo
rosada-escura, mesmo em estadios ainda imaturos.

A ocorréncia de mutacdo somatica também foi veaécem plantas da
cultivar Benitaka, que originou a cultivar Bras#incontrada na propriedade de
Hideo Takakura, também em Florai, no Parana, naent®91 (Goncalves, 1995).
Essa cultivar difere das outras cultivares de Bob( e Benitaka) pela cor preta da
casca e polpa colorida de vermelho; apresenta adampento similar as demais do
grupo ltalia, porém, tem demonstrado menor expamsgetativa, 0 que pode ser
consequéncia da contaminacao por virus (Camar§®a)19

A andlise de isozimas de 7 sistemas enzimaticodicdn uniformidade
genética na cultivar Italia, bem como nas cultisaRRubi, Benitaka e Brasil
(Oliveira-Collet, 2005), mas a analise de fragmentaleatérios de DNA
amplificados por PCR Rpolymerase Chain Reactiprreacdo em cadeia por

polimerases) tem indicado um alto polimorfismo. iAikridade genética nas 4



cultivares variou de 61,3% a 95,2% (Maia et alQ&0indicando que mutagdes
somaticas ocorrem em alta frequéncia. Outra indiwague contraria a
uniformidade genética nos clones de Itdlia é unmpgncdo alta de alelos nulos
(53,2%) descrito por Orasmo et al. (2007)locus Est-3 de uma carboxilesterase.
Os resultados dos estudos de Maia et al (2008pen@r et al. (2007) indicam que
para uma cultivar que vem sendo mantida por pra@ageegetativa, a diversidade
genética nas plantas de Itdlia € alta, contrastaotio a uniformidade genética
preliminarmente descrita por Oliveira-Collet et(@D05).

Nesse sentido, a proposta do presente estudo maesti diversidade
genética em nivel de DNA, utilizando a andliselald SSR Simple Sequence
Repeatssequéncias simples de DNA repetidas no genomamém denominadas
de microssatélites, em clones da cultivar Italis dacalidades de Marialva,
Paicandu e Urai (PR), e também das localidadealds, Pilar do Sul e Sdo Miguel
Arcanjo (SP). As mutacbes que geraram as cultiv&elsi e Benitaka foram
descritas somente nas localidades de Marialva éaSdariana. Entretanto, é
possivel que mutacbes que ndo sdo facilmente avatks através de
caracteristicas morfolégicas possam estar ocorrendplantas de Itélia cultivadas
em diferentes regibes do Estado ou do Brasil. Bipekque tais mutacdes confiram
uma determinada variabilidade genética ao genomkatia, e esta variabilidade
possa ser detectada com a avaliacdo de microsssateli

A andlise dogoci SSR em clones da cultivar Itdlia de localidadesrdiites
€ importante para confrontar as propostas de umifiade ou diversidade genética
nos clones de lItalia; para estimar a heterozigdsidaédia e conhecer a estrutura
genética das populacdes (clones) formadas, nodsed#éi monitorar 0 manejo e o
controle dos clones da referida cultivar para slisiprogramas de preservacao

e/ou melhoramento genético de cultivares Italig/itis vinifera



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem da videira

Os relatos de Sousa (1996) registram que a vidrirgiu no periodo
terciario, milhdes de anos antes do aparecimentmdeem, provavelmente na atual
Groelandia, conforme comprovam os achados arquieo®g que, a partir de
entdo, foi se dispersando, seguindo duas direg@espais: uma americo-asiatica e
outra euro-asiatica .

No centro eurasiatico, foi encontrada a mais fam@dss terciaria,
conhecida com¥. sezannensidevido a descoberta de folhas fossilizadas n@oegi
de Sezanne (Franca). ApOs estudos, porém, chegawegeclusdo de que aquelas
folnas podem ser de platano, arce, chopo, figuesta, Hoje, admitem-se
unicamente os fosseis de sementes e pdlen conmestéimente inconfundiveis
para confirmar a presenca da videira (Toda, 199Qa)restos de sementes e de
polen permitem afirmar que o généfitis estava difundido no final da era terciaria
em todo o hemisfério Norte, representado por da#sgorias de sementes: umas
rugosas ou estriada¥.(ludwigi) e outras lisasM. teutonicd, as quais representam,
respectivamente, os antecessores das Muscadidaagevitis atuais.

Sousa (1996) relata que no periodo quaternarisoirge a era glacial,
cobrindo a Terra com um enorme manto de gelo, abdg a videira a refugiar-se
em regides menos atingidas pelo rigoroso invereojadeiros centros de refugio:
um americano, um europeu € um asiatico-ocidental. ddntro de reflgio
americano, a videira espalhou-se pelos EstadososgniMeéxico e Costa Rica. Nele,
originaram-se as atuais espécies americanhakbrusca, V. vulpina, V. rupestris,
V. aestivalis, V. rotundifolia, V. tiliaefolia, Vsmalliana, V. lincecumii, V.
cordifolia, V. berlandierigtc. O centro de refagio europeu corresponde,ratrak,
as regides préoximas ao mar Mediterraneo; nestaorigse & . vinifera silvestris

Quando as condicOes voltaram a ser favoraveiglarsaiiniciou novamente

sua expansdo. X. vinifera silvestrisatingiu a Italia, a Franca, a Bélgica, a Hungria,



a Suica, a Alemanha e o sul da Suécia. Enquantp asg. vinifera caucasica
espalhou-se da regido armeno-persa para a RUgdsaiaCatméia e, na outra direcao,
atingiu a Pérsia e o Afeganistdo, sendo a suadantna China bloqueada pelo
Himalaia, de onde se dirigiu para a india.

Uma observacao interessante de Toda (1991a) éngiseduas grandes
massas continentais do hemisfério Norte (AméricRueasia), encontra-se uma
abundancia de espécies: ao leste das Montanhas$sch México na América; na
China e Asia e ao sul e leste da Eurasia. Parate de cada continente, contudo,
encontra-se uma sé espedie,californicg na California, €/. viniferana Europa.
Além disso, as espécies do leste dos dois contisdBim uma certa resisténcia a
parasitas (mildio, oidio, etc.), enquanto as ddeosfo sensiveis a eles (Toda,
1991a).

Sousa (1996), Huglin (1986) e Janick e Moore (193¢)sideram que,
como resultado da separacdo da videira em divemsusos de reflgios, durante o
periodo glacial, as variedades sofreram adaptagjeéticas que, posteriormente,
com o cultivo pelo homem durante milhares de aget®rminaram o surgimento de
variacbes. Desse modo, existem diversas espéciesihares de variedades
espalhadas por todo o mundo. Por outro lado, eemrige muitas variedades
importantes para a produgdo de vinho, cultivadaslmente, devem ter sido
perdidas em um passado distante (Sousa, 1996;kJanibMoore, 1975). As
principais variedades cultivadas na Franca, pomekg sdo classificadas como:
antigas, muito antigas e imemoriais. Cultivares e@rMuscat Frontignan ja eram
conhecidas pelos gregos e romanos; a Sirah ou3etit foi supostamente trazida
pelos romanos de Siracusa para o Vale Rhone; aifCBéanc ja era conhecida,

com certeza, no ano 845 a.C., em Anjou, Franca.

2.2. A videira no Brasil

De acordo com o histérico de Sousa (1959), a \ad#gmmeéstica chegou ao
continente americano nos séculos XV e XVI. No Byasivideira foi inicialmente

introduzida em S&o Paulo, pela expedicdo colonrzade Martin Afonso de Souza,
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em 1532 (Sousa, 1959). Em Pernambuco, a primeipede@o capacitada a
introduzir a videira foi a de Duarte Coelho, em358as comprovadamente foi em
1542 que Jodo Goncalves fomentou o cultivo da vinhallha de Itamaraca
(Albuquerque et al., 1996).

De acordo com Camargo (1998), até a metade doos&e(lo cultivo da
videira no Vale do Submédio Sao Francisco resahsgi a pequena exploracao
familiar. Foi somente por volta de 1950 que surgiraos primeiros
empreendimentos de proporcdes e finalidades coamerd\ viticultura brasileira
consolidou-se como atividade econémica, com a gaalue uva Italia a partir da
década de 60, na regido do Vale do S&o Francista.ddltivar também foi a base
na formacdo dos poélos viticolas do Norte do Parang, anos 70 e da regido
Noroeste de Sédo Paulo, na década de 80. ApenakivearclRubi, uma mutacao
natural da lItalia, identificada e multiplicada nar&a, apresentou crescimento de
area plantada até pouco tempo. A partir da décama9@ os produtores,
pressionados pela demanda do mercado interno enexteuscaram diversificar.
Além da propagacdo de mais duas mutacfes de I&lRenitaka e a Brasil,
passaram a ser plantadas as cultivares Red Gldiréstr@as Rose, Alphonse
Lavallée ou Rilver que sdo coloridas e as cultivdrmancas Centennial e Perlette,
estas apirénicas. Nos ultimos anos, a Niagara apsawa cultivar d/itis labrusca
com grande aceitacdo no mercado interno, passeu @ulivada com sucesso no
Noroeste de Sdo Paulo, Norte do Parana, em pélesgentes do Mato Grosso e
Mato Grosso do Sul. Na regido do Vale do Sao Fsancsdo produzidas as uvas
tintas Cabernet Sauvignon e Syrah e as brancasauos€anelli e Chenin Blanc
destinadas a elaboracé&o de vinho.

Muitos porta-enxertos foram e estdo sendo testpdos regides tropicais
no Brasil. Os principais foram criados pelo Dr.&)J&beiro Almeida Santos Neto,
pesquisador do Instituto Agrondmico de CampinasCjlAe séo: IAC 313 -
Tropical, IAC 572 — Jales, IAC 766 — Campinas e &obhBB 420A. O IAC 313 —
Tropical € resistente ao nematoide e € usado cossso para as cultivares Italia,
Rubi, Benitaka e Piratininga. O porta-enxerto |A66 7~ Campinas é bastante usado

na regiao Norte do Parana para a cultivar ItABaas mutacées Rubi e Benitaka. O



porta-enxerto Kober 5BB 420A, bastante utilizado Marte do Parana confere
pouco vigor a copa. A melhor combinacdo para pemteerto € com a ltalia.

As uvas finas de mesa, geralmente cultivaMisis vinifera sao
comercializadas durante todo o ano, correspondari®o do volume total de uvas

comercializadas pelas Centrais de Abastecimentd GERASA).

2.3. Marcadores moleculares

2.3.1. Microssatélites

Os marcadores moleculares denominados de SSiRiple Sequence
Repeat ou também conhecidos por microssatélites, trat@ande uma classe de
marcadores moleculares baseada em PCR, e foi adgelavpor Litt e Luty (1989)

e simultaneamente por Weber e May (1989). Os nsatéfites tém sido
extensivamente usados devido a sua abundancia,rvéri@dilidade no
comprimento de seus alelos, distribuicdo casualdiMersos genomas e devido a
pequena quantidade de DNA que é usada para a maghid e subseqliente analise
(Kun-Sheng e Tanksley, 1993). As sequéncias simmpjetidas de DNA ¢kci SSR)
ocorrem frequientemente e casualmente em toda aséxtelo DNA de eucariontes
examinados (Beckmann e Soller, 1990), e represeniama vasta fonte de
marcadores altamente informativos (Zhao e Kocl&92; 1993). A abundancia e
polimorfismo de microssatélites foram primeiramedgmonstrados no genoma
humano e de outros eucariontes por Hamada et @2)1e Weissenbach et al.
(1992).

Os microssatélites sao repeticdes de poucos parbasis de DNA (2 — 6
pb) em seqUéncias, onde e=peticdes mais abundantes sdo os dinucleotideos
(repeticbes de 2 pares de bases). Estas sequé&epesdas sao distribuidas
aleatoriamente através do genoma (Jacob,€t%81; Agarwall et al, 2008).

As sequéncias de DNA que flangueiam os microssegéuloci SSRs séo
conservadas, e sao utilizadas para construir agseiqs dgrimers, para serem

usados para a amplificacdo désci SSR usando o método de reacdo de
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amplificacdo em cadeia, mediado por polimerasesRfP@Quando um par de
primersconstruido para as regides flanqueadoras é diilipara amplificar docus
SSR em varios genatipos, este podera revelar pdlsnm no referiddocus Este
polimorfismo € observado na forma de diferenca srogrimento do segmento de
DNA produzido pela reacdo de amplificacdo, ou prodamplificado (Weber e
May, 1989; Litt e Luty, 1989). Cada segmento ouigegia de DNA que € produto
da amplificacdo, separado através de eletroforasged de poliacrilamida (Kun-
Sheng e Tanksley, 1993), ou em gel de agarosetalgulidade (Becker e Heun,
1995), representa um alelo daus(Gupta et al.2001).

As diferencas no tamanho dos microssatélites s@mmas a variacdo no
namero de unidades de repeticdo em loous de SSR em particular. Os
microssatélites sdo muito importantes para a e&olegn funcao de sua alta taxa de
mutacdo. E 10.000 vezes mais provavel um micrdigsag@nhar ou perder uma
repeticdo de uma geracao para a proxima, do guene gara hemoglobina sofrer
uma mutacdo em Unica base, promovendo a desordemiaralciforme. Os
microssatélites podem retornar ao seu estado deronento original dentro de
poucas geracdes (Moxon e Wills, 1999). A hipenmlidade de microssatélites ndo
é totalmente entendida e pode ser originada atrd@ésossing-overdesigual ou
deslizamento de sequéncias durante a replicac&iNdo Durante a duplicacdo do
DNA pode ocorrer um mau pareamento atraves dezdestinto das fitas e este
processo conduz a um acumulo de mutacfes muito rapidamente do que
mutacdo de ponto. Isso produz um alto nimero desajgor locus (a taxa de
mutacdo para SSR tem sido estimada effi 4A0° por locus por gameta, por
geracdo; Weber e Wong (1993). Tal comportamentomante polimdrfico € atil
para estudar o fluxo génico, padrbes de diferedoia;niveis de endogamia entre
populacdes de muitas espécies. Um microssatélita énarcador codominante, de
modo que diferentes alelos podem ser identificatnsuma populacéo; o nivel de
heterozigosidade para este marcador tem sido @asio como extremamente alto.
De acordo com Roéder et al. (1995), este marcadorugo importante para o
mapeamento genético de espécies com pouco polsmarfintra-especifico, tais

como a maioria das espécies endogamicas. Os estal@ados indicaram que 0s



tipos de motivos de repeticdes abundantes e odgauolimorfismo podem variar

de uma espécie para a outra.

2.3.2. Marcadores moleculares e¥itis

A identificacdo de cultivares usando marcadoreDN& deve ser mais
eficiente, pois estes avaliam diretamente o geadtidependente do fenétipo e
existe uma maior variabilidade de DNA quando comagar com o nivel
morfologico (Thomas et al., 1993). Essa identifimagé importante para o0s
programas de melhoramento, pois permite mapearctegisticas de interesse
econdmico e isolar genes especificos. Nas Ultindasmdhs, diferentes tipos de
marcadores de DNA tém sido desenvolvidos e utitizaghara investigar e
identificar videiras. Entre os marcadores estaoduidos RFLP Restriction
Fragment Length Polymorphigr(Blaich, 1989; Striem et al., 1990; Bourquin kt a
1992; Bowers et al., 1993; Thomas et al., 1993)PRARandom Amplification of
Polymorphic DNA (Jean-Jaques et al., 1993; Gorgocena et al.,, Bi%ther et al.,
1993; Bluscher et al., 1994; Lodhi et al., 1997)crossatélites ou SSRSiMmple
Sequence RepgdiThomas e Scott, 1993; Thomas et al., 1994; Bsweal., 1996;
Sefc et al., 1999; Di Gaspero et al., 2000; Arratlchl., 2002) e AFLPAmplified
Fragment Length Polymorphism PCfervera et al., 2000).

Das muitas técnicas que utilizam o polimorfismo @nel de DNA como
marcadores moleculares, a analise de microssat@itleSSRs tornou-se a mais
difundida. Os microssatélites em uva tém sido dedeitos e estdo sendo
aplicados para estudos de mapeamento de caracteride interesse econémico,
genotipagem, monitoramento de cruzamentos e péeamaar a relacdo genética e
evolutiva entre as variedades (Thomas e Scott IP®@mas et al., 1994; Cipriani
et al., 1994; Bowers et al., 1996; Regner et &l002 Sefc et al., 1999; Scott et al.,
2000; Di Gaspero et al., 2000; Arnold et al., 200R)combinacédo de dados de
locosde microssatélites altamente polimorficos, tenultado em um perfil alélico

permitindo a distingdo de cultivares, enquantofsaaa de heranca co-dominante



permite a analise de parentesco (Thomas et al4; Bafivers e Meredith 1997; Sefc
et al., 1997).

O genoma de uva tem apresentado repeticOes dalitigo e tetrameros
sendo que as repeticdes dos dinucleotideos GA s&G s mais representativas e
parecem estar dispersas através do genoma. A atmimdfe DNA microssatélite
no genoma de uva parece variar de acordo com &mseglrepetitiva avaliada.
Quando o numero de nucleotideos de uma repetigdaiar, o padrdo de bandas é
mais claro e as informacdes obtidas poderdo selasgasara distinguir diferentes
cultivares e espécies com maior precisdo, embdes egqléncias sejam menos
frequentes no genoma de uva (Thomas et al., 1994).

A dificuldade do uso de SSR tem sido a disponiadel delocus Uma
possibilidade para solucionar tal problema foi @ ude primers de SSRs
desenvolvidos para detectar polimorfismo Emos correspondentes em espécies
relacionadas. Primersflanqueanddoci de SSRs foram desenhados péites
riparia (Sefc et al., 1999). Estdsci foram utilizados para amplificar alelos em
Vitis viniferg para mais 5 espécies HWdis e também para amplificar o DNA de
hibridos interespecificos. Esta técnica de and@iseportante, pois um sistema
universal de identificacdo de videiras esta serekemlholvido. Sefc et al. (1999)
testaramloci de microssatélites e 15 destes foram usados papdifiaacdo nas
espécies estudadas. Estesi exibiram um alto nivel de heterozigosidade. Os
marcadores selecionados permitiram distinguir 1@@ivares, com excec¢ao da
familia Pinot. Microssatélites isolados de seqieEneilvo expressa (ESTs) foram
testados em sete acessos. Dez dos microssatéfitadds foram polimorficos para
os cultivares analisados, para as espéXids e para géneros relacionados. Os
microssatélites derivados de EST &fiis, quando polimorficos e transferiveis,
puderam ser aplicados para estudo taxondmico (Setal.,, 2000). Onze
microssatélites isolados da videWd#is viniferaforam usados para estudar o grau
de conservacdo destas seqUéncias através de thiferegpécies ditis. Os
resultados deste estudo mostraram que a atualdaxardas espécies Americanas,
Asidticas e Européias, que refletem a distribuigéografica destas, ndo é clara e

que deve ser revista. A variacao de nucleotideesoqarre em regides flanqueando
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microssatélites tem sido uma importante ferramemtéecular para investigar a
evolucéo das espécies (Di Gaspero et al., 2000).

Thomas e Scott (1993) desenvolveram cifdooi de microssatélites,
possibilitando diferenciar cultivares de videirBsara estekci, foram encontrados
de cinco a 13 alelos pavatis vinifera com heterozigosidade variando de 69 a 88%.
(Bowers et al., 1993) utilizando quatro microsstaglavaliaram 77 cultivares de
Vitis vinifera Para estas cultivares foram obtidos de cincoza atelos potocus
Através desta avaliacdo foi possivel caracterigasudtivares, s6 néo foi possivel a
caracterizacdo das cultivares que tiveram suarorgeartir de mutacdo somatica.
Onze loci de SSRs foram utilizados para avaliar a relacaoétgm entre 49
cultivares de videiras portuguesas. As informaci@idas por estedoci,
permitiram o esclarecimento de alguns sinbnimosomdmimos de cultivares.
Foram detectados 69 alelos para estebdil com uma variacdo de cinco a nove
alelos porocus Estes marcadores foram informativos para avaliagd cultivares
portuguesas e apresentaram uma heterozigosidade @67 a 0,84. Os dados
obtidos possibilitaram a elucidacdo da relacao etesente-parental para algumas
cultivares (Lopes et al., 1999).

A avaliacédo das variedades de videiras utilizadaa p producéo de vinho
do porto vem sendo realizada através da morfoldg&folhas e do mosto. Esta
forma de caracterizacdo ndo tem se apresentado eommais eficiente para
caracterizar estas videiras, enquanto que o empdegmicrossatélites tem se
mostrado bastante eficiente (Faria et al., 2000).usd de mais que 30
microssatélites também permitiu investigar variativares da familia Pinot e
descrever a relacéo entre elas e as cultivaresaeédas com as Pinot. Foi possivel
assumir que todas as Pinot sdo descendentes doongmmitipo com apenas
pequenas diferencas genéticas (Regner et al., 200 microssatélites foram
escolhidos para analisar o contetudo informacioesates marcadores e estudar a
estrutura genética de cultivares de uva entre dairas de sete paises da Europa.
Estes marcadores foram altamente informativos elost@s grupos de cultivares
avaliados, tornando-se usuais para caracterizaidagas da Europa. Altos niveis

de variabilidade genética foram detectados e aredi@gacdo geneética entre
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cultivares de diferentes regides foi significatidadiferenciacdo genética observada
sugere que é possivel que cultivares possam secia$as as suas regides de
origem em funcdo do seu genoétipo, podendo permitiieterminacdo da origem
geografica de cultivares cabackgrounddesconhecido (Sefc et al., 2000).

Apesar de o alto polimorfismo deci de SSR em videiras sugerir que
muito poucodoci seriam necessarios para separar todas as cutiaanmmportancia
econdmica e legal da identificacao destas requaeato na resolucéo da avaliacéo.
Este tipo de trabalho ja pode ser realizado emamirdp grande numero deci
disponivel para este género. A facilidade com & ggianarcadores SSR e os dados
podem ser compartilhados internacionalmente podecorajar o seu amplo uso,
pois poderdo ser usados tanto para identificac@uakse genética (Bowers et al.,
1996).

Uma associagcdo dos marcadores RAPD, microssatélitesaracteres
morfologicos, possibilitam a discriminacdo de uglasvinho e de mesa. As uvas de
vinho puderam ser agrupadas de acordo com suaroggegrafica. Através destes
estudos pode-se dizer que a evolucdo das uvasntle méo se deve somente a
propagacado vegetativa e a procedimentos de selgg®também foi promovida
por atividades de cruzamentos (Cuisset, 1998).

Um consideravel investimento tem sido feito em paotas de
melhoramento e em estudos genéticos para a uvamalg limitacbes biologicas
dificultam o estudo desta espécie. As videiras @aatas relativamente grandes,
apresentam um longo ciclo de vida e severa demrgssdendogamia (Meredith e
Reisch, 1997). Os mais importantes caracteres sétados quantitativamente, o
que dificulta a manipulacdo destes com o propodico melhoramento. Para
investigar estes caracteres, ha a necessidade ssmvidvimento de um mapa
genético, utilizando marcadores distribuidos patot@ genoma (Dalbé et al.,
2000). Um aumento no numero ldeosde microssatélites em uva (Thomas e Scaott,
1993; Thomas et al., 1994; Cipriani et al., 199dwBrs et al., 1996; Regner et al.,
2000; Sefc et al., 1999; Scott et al., 2000; Difgeas et al., 2000; Arnold et al.,
2002), aliado a facilidade de emprego deste marcésim mostrado que este pode

ser utilizado para a construgcdo de mapas genéserglo possivel o estudo de
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caracteres que apresentam heranca quantitativa&iiBallin et al., 1999; Dalbo et
al., 2000). Estas informacgdes podem contribuir parasidiar os programas de
melhoramento genético em uva, visando tanto adpagi dos frutos como também

a resisténcia a doencas e as condicfes climativassas.
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MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta das folhas da cultivar de uva ltalia

As folhas jovens (recém-expandidas) da cultivdraltde Vitis viniferaL.
utilizadas neste estudo para a extracdo de DNAaeletadas em parreirais de
pequenos e médios produtores dos Estados do PardedSao Paulo. As folhas
coletadas das localidades de Marialva (PR) e PdicédRR) foram identificadas,
armazenadas em sacos de sombrite e mantidas emdgsdi® a coleta até o
laboratoério, onde foram rapidamente congeladas ieng@énio liquido e estocadas
emfreezer-80°C até o momento da extracdo de DNA. As estacaslldaat Italia,
oriundas das localidades de Jales (SP), Urai (BB® Miguel Arcanjo (SP) e Pilar
do Sul (SP), foram identificadas e plantadas ndidaDidatico da Universidade
Estadual de Maring& e, apés a brotacéo, as fallvasg completamente expandidas

foram coletadas para o processo de extracdo de DNA.

3.2. Extracdo do DNA de folhas da cultivar de uvatélia

Para a extracdo de DNA das amostras, foi testan@todo descrito por
Thomas et al. (1993) com pequenas modificacOes. exthacdo foi realizada
utilizando-se 100 mg de tecido em vez de 2 g. Aae#b foi efetuada em
microtubos e as concentracOes dos reagentes queeanas solucdes de extracao
A e B e os passos do procedimento foram devidanmeatgidos (Quadro 01). Para

facilitar o processo de extracéo, o protocolo feidido em trés etapas.

3.2.1. Primeira etapa

100 mg de folhas de cada amostra foi pulverizada mitrogénio liquido e
0 po obtido foi distribuido em 4 microtubos de 2 mlhomogeneizado com 1250

puL de solucdo A, descrito no Quadro 1. Apds a ha@neacao, foi realizada a
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centrifugacdo a 4 °C, durante 10 minutos, a 4.00A@s a centrifugacéo, o
sobrenadante foi descartado e em cada tubo fordisiomados 700 puL de solugao
B, descrito no Quadro 1. Ap6s a homogeneizacaduloss foram incubados em
banho-maria a 37 °C durante 30 minutos, sendodagita cada 5 minutos. Apos
este periodo, os tubos foram retirados do banh@aneamantidos na bancada até
atingirem a temperatura ambiente. Em seguida, fomdimionados 700 pL de
cloroférmio/alcool isoamilico (preparado na progargde 24:1) e os tubos foram
agitados durante 3 minutos. Em seguida foram deg&tlos em temperatura
ambiente por 12 minutos a 16.000 G. Apds a cegtiféio, o sobrenadante foi
recuperado e a este foi adicionado 0,54 vezes omelde isopropanol. Apds
algumas inversdes, os tubos foram novamente aggeibs como anteriormente,
obtendo-se @ellet no fundo do tubo. O sobrenadante foi descartadeellet foi
seco em temperatura ambiente e a este foram aaiwer?200 pL de TE (Tris/HCI
10 mM e EDTA 1 mM pH 8,0). O DNA foi ressuspendidoarmazenado em
geladeira a 4°C.

3.2.2. Segunda etapa

Em cada tubo, foram adicionados 2 pL de RNAse (Z(1lr) e estes foram
mantidos por 30 minutos em temperatura ambientedsApste periodo, foi
acrescentado 100 pL de acetato de aménio a 7,5dyds, algumas inversdes, 0s
tubos foram centrifugados em temperatura ambiemd ® minutos a 16.000 G. Os
sobrenadantes obtidos foram transferidos para tabess e a eles foi adicionado
0,54 vezes o volume de isopropanol. Os tubos faemazenadosver nightem

freezera - 20°C.

3.2.3. Terceira etapa

Nesse passo, foi realizada centrifugacdo em temyparambiente por 12
minutos a 16.000 G obtendo-sgelletde DNA. O sobrenadante foi descartado e o

pellet foi lavado com 300 pL de etanol 70 % gelado. Apdavagem, realizou-se

15



uma centrifugacdo a 4 °C, por 12 minutos, com 16.60 O sobrenadante foi
vertido delicadamente e os tubos colocados nazaeat@7 °C, até que todo o etanol
evaporasse. Qellet foi ressuspendido em 50 pL de TE, os tubos vedados

parafilmee armazenados em geladeira a 4°C.

Quadro 01 - Composicdo das solucdes de extracamasigaara isolar DNA
gendbmico de amostras de folhas da cultivar de thlia.l

Reagentes das Solucdes de Extracéo Solucéo A Sdduca
Ethylenediamine- Tetraacetic AQEDTA) 50 mM 50 mM
Tris/HCI pH 8.0 0,2 M 0,2M
NaCl 0,25 M 0,5M
3-Mercaptoetanol 0,1 % 1%
Polyvinylpyrrolidone - 4qPVP-40) 2,5% 2,5%
Sarcosil 3%
Etanol 20%

Fonte: Thomas et al. (1993

3.3. Quantificacdo do DNA

A quantificacdo do DNA extraido foi feita por arséli através de
eletroforese em gel de agarose 0,8% com tampé&o IDAETris-HCI 1M, Acetato
de Sdédio 1M, EDTA 0,5M, pH 8,0 ) e 80 Volts poradmadamente 1 h, seguindo
0 protocolo descrito por Hoisington et al. (1992)DNA extraido de cada amostra
foi comparado com solucdes de DNA padréao (Pegde concentracdes gradativas
e conhecidas de 50, 100 e 150 ng, respectivam@ptes a eletroforese, o gel foi
evidenciado em solucéo de brometo de etidio coontélug/mL e a imagem foi
capturada comUltraviolet Transilluminador High Performance- Edas 290

utilizando o programa Kodak 1D 3.5.
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3.4. Amplificagédo do DNA

Para a escolha dos marcadores polimoérficos entrgpogsilacfes de
diferentes localidades que foram avaliadas, foraestatos 38 primers
microssatélites ja mapeados para uva.

A PCR (olimerase Chain Reactipmeacdo em cadeia da polimerase) foi
preparada em microtubos de 0,2 ml, usando um tectador Techne TC-512. Para
a reacao foram utilizados 25 ng de DNA, gl@e tampéao de reacao 10X, 2,0 mM
de MgCpk, 0,8 uM de cada dNTP, 1 U deag-DNA Polimerasélnvitrogen), e 0,4
uM de cada um dggrimersForward e Reverse especificos para um volume dimal
20 pl de solucéo.

No Quadro 2 estdo apresentadas as concentracOoesagestes utilizados

para as reacOes de amplificacao.

Quadro 2 -Concentracdes dos reagentes estoques e utilizaaogeacdes de
amplificacdo do DNA das diferentes popula¢des diavau Italia

Reagentes Concentracao EstoqueConcentracdo Final uL/20uL de
dos Reagentes dos Reagentes/reacdo reacao
H.O 12,1
Tampao 10 X 1X 2
MgCl, 25 mM 2,0 mM 1,6
DNTPs 2,5 mM/cada 0,1 mM/cada 0,8
Primer (Forward) 10uM 0,3uM 0,4
Primer (Reverse) 1M 0,3uM 0,4
Tag-DNA Polimerase 5 UIL 1U 0,2
DNA 10 ng/pL 25ng 2,5
Total 20uL

Para a amplificacdo dos microssatélites, iniciabmefoi utilizado o
programaTouchdown PCRDon et al., 1991), descrito no Quadro 3. Os piasiu
das amplificacdes foram separados em gel de agdfosereparado com 50% de
agarose MS-8 e 50% de agarose comum (ultrapur&ragens) usando tampéo
TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5 mM &cido bérico e 1 nENDTA). A eletroforese foi

realizada com 60 Volts por 4 horas. ApOs a eletesi®, os géis foram incubados
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em solucdo com brometo de etidio contendou@/nl e a imagem foi capturada
com Ultraviolet Transilluminador High Performance Edas 290 utilizando o
programa Kodak 1D 3.5. Para definir o tamanho dagmientos amplificados, foi

utilizado o marcador de peso molecular 10@»A Ladder(Invitrogen).

3.5 Analise dos dados

Osloci SSRpolimorficos foram analisados para estimar o numeédio de
alelos porlocus a heterozigosidade média observadg) @ a esperada (H O
afastamento do equilibrio de Hardy-Weinberg foireixeado para cadacuse para
cada populacdo. O déficit de heterozigotos) (& a diversidade genética entre os
ciclos foram estimados empregando-se o programaGENE 1.32 (Yeh et al.,
1999).

Usando o método de agrupamento UPGMAnwWeighted Pair-Group
Method Using an Arithmetic Averagii gerada uma matriz de similaridade e os
agrupamentos foram organizados em um dendrogramia €ssa analise, foi
utiizado o programa POPGENE 1.32 (Yeh et al.,, }989foi utlizado o

complemento aritmético da distancia genética dg(Niei, 1972).

Quadro 3 - Sequéncia das etapas do programa dtlzara amplificacdo do DNA
das plantas das diferentes populacdes da culte/bivd Italia

Passo Etapa Temperatura Tempo
1 Desnaturacao inici 94°C 1 min.
2 Desnaturacé 94°(C 1 min,
3 Anelament: 65°C -1°C/Ciclo 1 min.
4 Extensa 72°C 2 min.
5 Voltar ao passo-9veze - e
6 Desnaturacé 94°(C 1 min,
7 Anelament: 55°C 1 min,
8 Extensa 72°C 2 min,
9 Voltar ao passo - 19 vees = - mmeeee
10 Extensao Fini 72°C 2 min.
12 Imersa 10°C Indeterminad
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificacdo do DNA gendmico extraido das foldas plantas de cada
localidade foi realizada pela comparacao visuahtinsidade das bandas de DNA
do fagol em gel de agarose. Com a metodologia utilizada @axtracdo do DNA
foi possivel realizar uma extracdo de qualidadea paramplificacdo e com
quantidade que variou de 15 a 200uhgfFigura 1).

A50 A100  A150 4

—

muai

Figura 1 - Gel de Agarose 0,8% utilizado para gtiaatdo das amostras de DNA de
Vitis vinifera L Amostras 1, 2 e 3 sdo DNAs de fagaitilizadas como padrao de
concentracdao com 50, 100, 150 ng, respectivamAstamostras 4 a 12 sdo de DNAs
da cultivar Italia extraidos de diferentes plamtas diversas localidades estudadas

Foram testados 38 paresmiemersde microssatélites. Para os testes foram
utilizadas duas amostras do DNA da populacéo alalifodos oprimerstestados
produziram alelos, portanto amplificaram os DNA8iasidos para o teste, mas
somente 17 foram utilizados para a avaliacdo dmmanda cultivar Italia para
estudar a variabilidade genética desta cultivarVdis vinifera L. Estes foram
escolhidos, pois produziram bandas bem definidstesgrimers suas sequéncias e
0 numero de alelos estdo apresentados no Quadro 4.

A analise dodoci Vvs3 e Udv96 nas seis populacdes da cultivar Italia
mostrou a presenca de 3 alelos, enquanto para @sma&idoci (SculOvyScullvy
Sculb5vyUdv26, Udv32, Udv34Udv40, Udv44, Udv74, Udv8Bdv107 Udv1i08§
Vvmd05 Vvmd06 VvmdO7j foram encontrados apenas 2 alelos diferentesdiQua
4). Portanto, as evidéncias sdo de um numero alas alelos (36 alelos) nos 17

loci SSR analisados nas seis populacdes da cultivar (fgenas 2,12 aleldstus
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polimorficos), contrastando com o numero e a vaoag numero de alelos dati
SSR que tem sido descrito como muito alto em dagevariedades e em cultivares

de uvas analisadas.

Quadro 4 - Sequéncias de nucleotideospieers microssatélite e o nimero de
alelos detectados por cagamer usado na estimacdo da diversidade genética na
cultivar de Uva Italia

Loci Sequéncia de Nucleotideos Numero de Alelos
- CTAGAGCTACGCCAATCCAAP 5
TATACCAAAAATCATATTCCTAAA ®
Vwmd6 ATCTCTAACCCTAAAACCAT® )

CTGTGCTAAGACGAAGAAGAP

vwmd? AGAGTTGCGGAGAACAGGAT"? 5
CGAACCTTCACACGCTTGAT?

Udv-026 CGGCTTGTTGGATGGGTTTT 5
GATGTGTGAGTGCATGTTTG®

Udv-032 CATGCGTATGTGTTAGAGAGCAP 5
CATGGCATGTGCTTTGTTAT®Y

Udv-034 AAGAGACCAAGGATAGATCAAACA ® 5
AAATGCAACGGGAGATGGTAR®

Udv-04a0  CTATGGGTGGGTGGGTGTGT 5
GGTAACTGGTGTGGGAATCAAR

Udv-04a  CGAACTATCAACCCGACCAAY 5
CATTTCCAACACATGGGTCAR®

Udv-074 GCCAGGGAAGTTGGTTCTCT) 5
TGCATGTGTGTTTGCACAAGP

Udv-ogs  CTCCCCAGTAACCATGGAAG 5
CACTGGATGAGATGGCAGAAR

Udv-09g  CTTCCCCATGAAGCTCTATTT 3
CGGAGAGTTGCGAGTGACTAY?

Udv-107  CGAAAAGGACACAAAAGTAGCAA ™ 5
CAGAATACCGCCAGTTGGTT?

Udv-108 TGTAGGGTTCCAAAGTTCAGG" 5
CCTTTTTATATGTGGTGGAGCAY

Vvs-3 TGCCCTATCAATTAGTTCACCTAR 3
TCGACTTTGATATATTGATGATT®

scu-10vy  TACCCCACAAccCTTTTTCCE )
TTCTCCGCCACCTCCTTTTCA®)

Scu-1ovy  CAATTCGGCACGAGGAACTAY )
ACAGTGGAGAGGTGAATGCAR
GCCTATGTGCCAGACCAAAAACH

Scu-15vv 2

TTGGAAGTAGCCAGCCCAACCTT®
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Em 77 variedades de uvas da Europa foram iderddsae 5 a 11 alelos
por locus SSR (Bowers et al., 1996), em 49 e 46 cultivaretugaeses. Lopes et
al., (1999; 2006) identificaram de 5 a 9 e de R alelos, respectivamente, em 11
loci SSR em 9loci SSR avaliados em 164 cultivares de sete paises da &urop
Central, foram detectados de 4 a 13 alelodqumrs SSR (Sefc et al., 2000); em 11
loci SSR de cultivares de uvas de mesa de diferentesspliram descritos de 4 a
11 alelos; em €oci SSR foram identificados de 9 a 13 alelos e de @ aldlos por
locusem 176 cultivares da Espanha (Martin et al., 200&ez et al., 2003); em
variedades do Ird foram observados de 4 a 16 gbelokcus SSR (Fatahi et al.,
2003). Pollefeys e Bousquet (2003) descreveram linraimero de alelos por
locusSSR em 16 cultivares de hibridos de uva Norte Acaaos e Franceses. Estes
autores observaram de 7 a 11 alédmsis Grassi et al. (2003), estudando diferentes
variedades silvestres, domesticadas e cultivaregatia, encontraram de 4 a 16
aleloslocus; e em 46 cultivares de uvas da Europa, This ¢2@04) detectaram de
13 a 23 alelosdcus Snoussi et al. (2004); estudando 109 cultivaeesngsa e
variedades silvestres de uma colecdo na Tunissgredram de 5 a 9 aleltsius
em 4 cultivares e em um hibrido de uvas da Frakt@dinoglu et al. (2005)
observaram de 1 a 8 alellosus Em 25 variedades crioulas do Peru e da Argentina
e em 46 cultivares de Portugal, Martinez et al.0620e Lopes et al. (2006)
observaram de 6 a 13 alelosUse de 5 a 12 aleldstusrespectivamente. Quando
38 cultivares de diferentes espécies do géndts foram estudadas, foram
observados de 5 a 12 alelosuis(Fernandez et al., 2008).

Em clones de cultivares dé. vinifera, a analise ddoci SSR tem sido
menos investigada, mas as evidéncias estdo deocawomd os resultados verificados
no presente estudo com os clones da cultivar |télitivadas nas regibes Sul
(Parand) e Sudeste (Sao Paulo) do Brasil. Cre@0@d) também registrou de 2 a 3
aleloslfocus SSR, analisando 16ci, em clones de 4 variedades locais da Franca e
da Italia e ressaltaram o surgimento de novos salets clones num periodo de 3
anos (1998 — 2001). Evidéncias similares de 2 lezl8sd.ocuse do surgimento de
novos alelos foram descritas por Moncada et aD@R@nalisando 8tbci SSR em

59 clones da variedade Carbenet Sauvignon de arigéarentes (Chile, Franca,
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Italia, Australia, Espanha, Hungria e Estados Usliaopor Moncada e Hinrichsen
(2007) em 25 clones da cultivar Carmenére do Chilenca e Italia analisando 20
loci SSR. Os autores citados sugerem em seus trabalbas surgimento de novos
alelos nos clones sao decorrentes de variacdomerolde unidades de repeticoes

nos loci SSR, e que o surgimento de novos alelos ocorrert@r pi@s alelos

originais.

Figura 2 - Géis de agarose concentrados a 4% (9@¥se comum e 50% agarose
MS-8) para separar o produto da amplificacdo do@® Ne diferentes plantas da
cultivar Italia {itis viniferaL.) com osprimersUdv34(A), Vvmd5(B) e SculOvv
(C). A primeira amostra (M) de cada gel indiciadder 100pb (Invitrogen).

Nos 17loci SSR analisados na cultivar Italia das seis locdédaforam

encontrados os alelos A e B com frequiéncias igu@i$0 respectivamente, nosi
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SculOvy Scullvy Udv26 Udv32 Udv34 Udv4Q Udv85 e Vvmd7 e com
frequéncias diferentes e varidveis nas seis popegagoslioci Scul5vy Udv44
Udv74 Udv9g Udv107 Udv108 Vvmd5 Vvmd6.e Vvs3(Quadro 5 e Figuras 2A, B
e C). As frequéncias uniformes e equivalentes @ fAds alelos A e B em 47,1%
dosloci determinaram uma heterozigosidade média de 100§éstvo de que estes
alelos possam ser os alelos originalmente encadrad geracdo da cultivar Italia,
gue é um hibrido formado a partir do cruzamentovdaigdades Bicane e Moscatel
de Hamburgo (Sousa 1996 ). O terceiro alelo (C)ditectado com frequéncias
diferentes apenas na populacdo de Paicandilionb¥vs3(0,80) eUdv96 (0,10).
Desta forma, o polimorfismo no que se refere aaldlferentes encontrados nos 17
loci SSR avaliados na cultivar Italia corresponde a%Jd&loci polimérficos. Este
€ um valor préximo ao valor descrito nos estudoMdacada e Hinrichsen (2007)
com a analise de 26ci SSR em clones de Carmenére (10%ode polimorficos).
Porém é bem menor do que os valores de polimorfigana 49oci SSR em 145
clones da cultivar Pinot (22,4% tbei SSR polimérficos), descritos por Hocquigny
et al. (2004), e para os &ki SSR de 59 clones de Cabernet Sauvignon (21,4% de
loci polimérficos) descritos por Moncada et al. (2006).

O polimorfismo no que se refere a alelos diferept@sontrados nos 1@ci
SSR na cultivar Italia corresponde a 11,8%ode polimérficos, mas se deci SSR
monomorficos $cu8vv, Scul2vv, Sculdvv, Udvl, Udv5, Udv1l0, Udvil¥l14,
Udv1l5, Udv18, Udv2l, Udv22, Udv27, Udvl27, Vvmd8mdl4, Vvmd28,
Vmc466, Vmcdal, Vmzag26, Vmchdpie geraram fenoétipos formados por apenas
uma banda no gel de agarose em todas as amoseasdonsiderados, a proporcao
de loci SSR polimorficos nas populacdes da cultivar Itakaa de 44,7% dieci
SSR polimorficos. Desta forma, este valor de prg@ordeloci SSR polimérficos
estimado na cultivar Italia é maior que os valoemstrados na literatura para os
clones da cultivar Pinot (Hocquigny et al., 2004)l@enes de Cabernet Sauvignon
(Moncada et al., 2006), descritos no paragraforiamnte

As frequéncias diferentes e variaveis dos alelos B nosloci Scul5vy
Udv44 Udv74 Udv107 Udv108 VvmdS Vvmd6, Vvs3e Udv96apontam para um

polimorfismo, referente as diferentes freqtiéncias dlelos A e B, de 52,9% na
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cultivar Italia. Diferentes eventos podem estana®nados com as frequéncias
diferentes destes alelos em 52,9% kbus SSR analisados nas plantas da cultivar
Itdlia propagada vegetativamente. As plantas ifleatias como homozigotas para
o alelo A ou B em 5,49% ddeci na populacdo de Jales (AA nlogi Scullvy
Udv74 Udv9g Udv107 Vvmd Vvmd6 Vvs3 e BB noslocus Udv44); 29,8% na
populacdo de Urai (AA ndeci Scul5vyUdv74 Udv9g Udv107 Udv108 Vvmd5
Vvmd6 Vvs3e BB nosloci Udv4Q Udvog Udv108; 10,9% na populacédo de Pilar
do Sul (AA nosloci Udv4Q Udv9g Udv107 Udv108 Vvmdg; 3,5% na populacéo
de Sao Miguel Arcanjo (AA nokci Udvl07 Udvli08§ Vvmdg e BB nolocus
Udv96; 8,4% na populacdo de Marialva (AA rlosi Udv74 Udv9og Vvmd6 e BB

no LocusUdv96; e 30% na populacdo de Paicandu (AA loes Scul5vyUdv4Q
Udv107 Udv108 Vvmd§ Vvs3 e BB nosloci Udv96 e Udv10§, podem conter
alelos nulos que mascaram a identificacdo do feadtriginal supostamente
heterozigoto AB evidenciados em 47,1% s analisados nas seis populacdes da
cultivar Italia.

A ocorréncia de alelos nulos é um evento ja canaatio emloci SSR de
variedades e cultivares de uvas de Portugal (Lepak, 1999), da Espanha (Martin
et al.,, 2003), em hibridos Norte Americanos e calgs da Franca (Pollefeys e
Bousquet, 2003). Di Gaspero et al. (2005) descaswex ocorréncia de alelos nulos
com uma frequéncia de 6,6% na cultivar Chardonay5% na cultivar Bianca e
22,1% na cultivar Seyval. As evidéncias dos reteridutores foram fundamentadas
pela deteccdo de um excesso de plantas homozigpdatiferentes cultivares e para
0 célculo da probabilidade de alelos nulos foi esgpda a férmula proposta por
Brookfield (1996). Nas seis populacdes da cultitalia analisadas no presente
estudo, ndo foi observado excesso de plantas hgotagiem nenhum dos 10ti
SSR examinados que pudesse sugerir a ocorréncelettes nulos. Entretanto,
Fernandez et al. (2008) confirmaram, por sequereriéon a ocorréncia de
mutacdes nas seqliéncias de “anelamentopromers paraloci SSR (sequiéncias
“flanqueadoras” dosloci SSR), que causam a auséncia de amplificacdo e,
consequentemente, uma auséncia de sequéncias damplAicadas (auséncia de

bandas no gel), ilustrando a auséncia de alelosgjai presenca de alelos nulos.
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Quadro 5 - Frequéncia dos alelos para os difereluteis de microssatélites
analisados para a cultivar de Uva lItalia

Loci Jales Urai Pilar do Sul Sao Miguel Arcanjo  Marialva Paicandu
SculOwv

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Scullvwv

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Sculbwv

Alelo A 0,5667 0,6333 0,5000 0,5000 0,5000 0,7000
Alelo B 0,4333 0,3667 0,5000 0,5000 0,5000 0,3000
Udv26

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Udv32

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Udv34

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Udv40

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Udv44

Alelo A 0,4667 0,1667 0,6429 0,5000 0,5000 1,0000
Alelo B 0,5333 0,8333 0,3571 0,5000 0,5000 ...
Udv74

Alelo A 0,5333 0,6667 0,5000 0,5000 0,7143 0,5000
Alelo B 0,4667 0,3333 0,5000 0,5000 0,2857 0,5000
Udv85

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Udvo6

Alelo A 0,5333 0,2333 0,7143 0,3000 0,3571 0,0500
Alelo B 0,4667 0,7667 0,2857 0,7000 0,6429 0,8500
AleloC . e e, 0,1000
Udvi107

Alelo A 0,6667 0,7333 0,7857 0,5333 0,5000 0,6000
Alelo B 0,3333 0,2667 0,2143 0,4667 0,5000 0,4000
Udv108

Alelo A 0,5000 0,8667 0,6429 0,5333 0,5000 0,4000
Alelo B 0,5000 0,1333 0,3571 0,4667 0,5000 0,6000
Vvmd5

Alelo A 0,5333 0,5333 0,5000 0,5000 0,5000 0,6000
Alelo B 0,4667 0,4667 0,5000 0,5000 0,5000 0,4000
Vvmd6

Alelo A 0,5667 0,9000 0,6429 0,5333 0,7143 1,0000
Alelo B 0,4333 0,1000 0,3571 0,4667 0,2857 ...
vvmd7

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Vvs3

Alelo A 0,5333 0,9667 0,5000 0,5000 0,5000 0,2000
Alelo B 0,4667 0,0333 0,5000 0,5000 0,5000 ...
AleloC ... . L e . 0,8000
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Estudos prévios de 65 plantas da cultivar Italiapdpulacdo de Marialva
indicou um polimorfismo relativamente frequienteatiEdos nulos (52,3%) para uma
carboxilesterase ddocus Est-3 (Orasmo et al., 2007). A ocorréncia de
recombinacfes somaticas induzidas por elementtsuigposicao, preliminarmente
usadas para explicar o polimorfismo para a colaragifrutos nas cultivares lItalia,
Rubi, Benitaka e Brasil (Oliveira-Collet et al.,(), foi usada por Orasmo et al.
(2007) para justificar também o polimorfismo del@denulos dolocus Est-3 As
recombinacfes somaticas, por sua vez, foram comre&imente ilustradas em
fungos e algumas espécies de plantas pelo surgirderfitomozigotos frente a uma
expectativa de fendtipos heterozigotos ( Zimmermat882; Franzoni et al., 1997,
Baptista e Castro-Prado, 1997). Desde que a recaigdn mitotica possa promover
a homozigose, € possivel considerar a possibilidad&orréncia de recombinaces
nosloci SculsvyUdv44 Udv74 Udv107 Udv108 Vvmds Vvmd6, Vvs3e Udvo6e
que apresentam frequéncias dos alelos A e B vasiawediferentes de 0,50
conforme o esperado para fenétipos originalmenerdEgotos.

A possibilidade de ocorréncia de recombinacbes Boasa além de
mutacdes em sequéncias “flanqueadoras’losSSR, podem conduzir a suspeita
de alelos nulos emoci SSR (apesar de néo ter sido detectado déficit de
heterozigotos) para explicar as alteragfes naiérexas dos alelos A e B devido a
deteccdo de plantas homozigotas (alelos A e B emohigose em 52,9,1% dos
loci) nas seis populacdes na cultivar Italia. A propai ocorréncia de eventos de
recombinacdo mitdtica em determinadlms SSR da cultivar Italia pode ser usada
para justificar as frequéncias diferentes e apaneante aleatorias dos alelos A e B
nos diferentesloci e diferentes populagdes. Isso porque as freqiEndea
recombinacfes mitdticas foram descritas como safitkyentes em diferentes
orgaos das plantas e em diferentes estagios demntifacdo (Swoboda et al., 1994).
Assim, dependendo das freqiiéncias com que ocormdmoegdo onde ocorrem, as
recombinacfes mitdticas sdo muito importantes ponoodem ser consideradas
como um mecanismo adicional para direcionar a €@olule genomas.

Estudos com plantas e fungos indicam que os evatdgosecombinacdes

somaticas tém sido freqientemente associados as@est induzidas (Gorbunova
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et al., 2000; Baptista e Castro-Prado, 2002). Aopsxédo é de que duplas-quebras
em regifes do DNA podem estimular os eventos denbmacdes durante a mitose
de tecidos soméaticos expostos a um determinadateageutagénico. De acordo
com esta proposta, € possivel considerar que asig&oodas folhas da cultivar
ItAlia a determinados fungicidas, por exemplo, degemente aplicados para o
controle de doencas comuns em vinhedos da regide{(Cinformacédo pessoal),
possam estar induzindo mutacbes de ponto e/ou apiebromossémicas,
contribuindo, assim, para promover variacdes rexfincias de alelos doti SSR

de folhas da cultivar Italia. A acdo de fungicidaibindo sete carboxilesterases de
diferentesloci em folhas das plantas da cultivar Italia foi diéacpor Orasmo
(2007).

As evidéncias de um numero reduzido de aleloslpous SSR (2 a 3
alelos) e a deteccdo de um terceiro alelo (aleleel@)somente 11,8% deci
polimérficos poderiam indicar uma reduzida diveasie genética para a cultivar
“ltalia”. Entretanto, as frequéncias variaveis @bslos A e B em 52,8% ddsci
SSR conferiu uma proporcao alta de plantas hetgtas nas seis populacdes. A
heterozigosidade média observada variou de 0,7pu(@cdo de Sao Miguel) a
0,9647 e foi maior na populacdo de Paicandy£HD,9647). A heterozigosidade
média esperada variou de 0,4064 (populacdo de dr&}950 e foi maior na
populacdo de Jales {H 0,4950) (Quadro 6). O valor de HEstimado para as seis
populacdes da cultivar Italia foi de 0,8525 e @iwhlo observado nas diferentes
populacdes sdo proximos aos valores descritosgpanalise de 6 a 1déci SSR em
cultivares de 7 paises da Europa Central £H),776 a 0,904; Sefc et al., 2000),
cultivares da Espanha {H& 0,756 a 0,909; Martin et al., 2003), cultivadesuvas
de mesa e variedades silvestres da Tunigja& (@71 a 0,98; Snoussi et al., 2004) e
até em cultivares de diferentes espécies do géwdm® (H, = 0,68 a 0,92;
Fernandez et al., 2008). Em cultivares de Portuggles et al. (1999; 2006) tém
descrito valores menores e um intervalo maior derbeigosidade média observada
(Ho = 0,60 a 0,97 e 0,55 a 0,91; respectivamente)ctdtivares de hibridos Norte
Americanos e Franceses, Pollefeys e Bousquet (2@&®yeveram o intervalo,H

0,30 a 1,0. O intervalo maximo {H 0,0 a 1,0) foi descrito por Merdinoglu et al.
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(2005), analisando 16Bci SSR de cultivares e de hibridos da Franca. Para o
calculo da heterozigosidade média observada edz@iesidade média esperada na
investigacdo de Merdinoglu et al. (2005), os awstarensideraram okci SSR
monomarficos.

Com relacdo aos valores de heterozigosidade mégfiarada nas seis
populacdes da cultivar Italia, estes foram menores os valores estimados para
diversas variedades e cultivares de uvas. Lopet. ¢1999; 2006) registraram o
intervalo de 0,67 a 0,84 para a heterozigosidaddianesperada em cultivares de
Portugal. Em cultivares de sete paises da Europdrdle Sefc et al. (2000)
descreveram os valores de 0,71 a 0,859 e em aekivda Espanha, Martin et al.
(2003) registraram de 0,734 a 0,859. Pollefeys esBoet (2003) e Merdinoglu et
al. (2005), analisando dsci SSR em cultivares hibridos (América do Norte e
Franca) e cultivares da Franca, registraram, réspetente, 0os maiores intervalos
para os valores de heterozigosidade média espédfiadi 0,30 a 1,00 e de 0,00 a
1,0. Nas variedades crioulas do Peru e da Argentinavalores de Hforam de
0,712 a 0,891 (Martinez et al., 2006). E possiuel gs valores de Hegistrados
pelos referidos autores sejam relativamente maguesos valores encontrados na
cultivar Italia, porque cultivares diferentes e cam nimero maior de alelos por
LocusSSR do que o namero encontrado na cultivar Ité@iamh comparadas nos
diferentes estudos.

Os valores maiores de heterozigosidade média aid®rem relacdo aos
valores de heterozigosidade média esperada nap@amitacOes da cultivar Italia
(Quadro 6) sao concordantes com o que tem sidaitbepara outros grupos de
cultivares de uvas analisantbzi SSR (Sefc et al., 2000; Fernandez et al., 2008). A
selecdo para niveis altos de heterozigosidadegey para a selecdo de plantas
heterozigotas, tem sido sugerida para explicarto mivel de heterozigosidade
observado nas cultivares de uvas da Europa (Seific, @000). Os autores supdem
gue estes niveis de heterozigosidade tenham ssdtouma condicéo vital para as
plantas, de forma que a selecdo de plantas altantesterozigotas tenha sido
intensificada no curso da domesticacdo e cultivmuanto os gendtipos foram

selecionados de acordo com a sua performance agicad
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No que se refere a cultivar Italia, além das syidesi dos autores acima
citados, existe o fato desta cultivar ter sido fada a partir do cruzamento das
variedades Moscatel de Hamburgo e Bicane. Em 82,88%loci SSR da
populacdo de Marialva, em 76,47% dosi SSR da populacdo de Sdo Miguel
Arcanjo, em 70,59% doeci SSRda populacdo de Pilar do Sul, em 58,82% dos
loci SSR da populacdo de Paicandu e em 47,05%0d0$SSR da populacdo de
Jales e de Urai, a proporcéo de plantas heterasigoticontradas € de 100%. Desta
forma, a maior proporcao dieci SSR com 100% de heterozigosidade foi detectada
na populacédo de Marialva e a menor proporcao fteatieda nas populacdes de
Jales e Urai. Entretanto, considerando que o ouditiviongo do tempo e a forma de
propagacéao da cultivar contribuiram para a ocoraéthe alteracdes nas frequiéncias
de alelos, além do surgimento de novos alelos, iormalor de heterozigosidade
média observada foi detectado na populacéo de $@oeMArcanjo (H = 0,9647),
seguidos pelos valores estimados nas populactéslee (H = 0,9451), Marialva
(Ho = 0,9160), Pilar do Sul (H= 0,8908), Urai (kl= 0,7020), Paicandu (H=
0,700). A estimativa da diversidade genética adlaliatravés da heterozigosidade
média observada € uma evidéncia de que a domesiieag selecdo artificial para
caracteristicas morfolégicas e agronbmicas imptatana cultivar Italia tem um
efeito marcante na diversidade genéticaloosSSR.

Os parametros de diversidade genética apresented@iiadro 7 apontam
para um excesso global de heterozigotos nas se@iglgudes da cultivar Italia
(valores negativos degfpara todos okci SSR analisados) resultante da origem da
cultivar, das alteracdes nas frequiéncias dos atglskci SSR e de mutacdes que
determinam a geracao de novos alelos. O valor btbBs é -0,8492 e é maior (F
= -1,0) nodoci SculOvyScullvyUdv26 Udv32Udv34 Udv4Q Udv85 eVvmd7

A analise da divergéncia genética entre as seislpgfes (k) da cultivar
Itdlia resultou num valor global igual a 0,0648 &QJto 7), indicando um nivel
moderado de diversidade genética entre as mesmas (K05 — 0,15; Wright
1978). Um nivel de diferenciacdo genética modef&gdae= 0,06) também tem sido
descrito para outras cultivares locais e comerdaisTunisia por Snoussi et al.
(2004). O Quadro 7 mostra que logi Udv108e Vvmd6também apresentaram
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valores de k no intervalo 0,05 — 0,15 que, de acordo com Wrifti78),
corresponde a uma diferenciacdo genética moderattea as populacdes. Em
contraste, os.oci Udv44,Udv96 e Vvs3apresentaram valores de: lRo intervalo
entre 0,15 — 0,25 ou maior que 0,25, indicando altaa(ou muito alta, & > 0,25)
diferenciacao entre as populacoes.

Para o célculo da divergéncia genética entre aslpgfes da cultivar Italia,
foram consideradas as frequéncias dos dois al&led) presentes em todas as seis
populacdes e também as frequéncias de um terdeim (&) detectado nolci
Udv96 e Vvs3somente na populacdo de Paicandu. Este procedimmenferiu um
valor estimado (& = 0,0648) que permitiu indicar uma divergéncia geaé
moderada entre as populacdes. Entretanto, € pbggiee os valores reais de
heterozigosidade média observada e divergéncidigarentre as seis populacdes
sejam maiores porgue um terceiro alelo tambémrfoomtrado juntamente com os
alelos A e B, formando um fenétipo de 3 bandas NA Do gel de agarose ntxi
Udv107 e SculOvwem plantas das populacbes de Urai, S&do Miguel Maca
Marialva e Paicandu (Figura 3A e 3B). O fendtipo3deu 4 bandas nhum mesmo
locusSSR foi explicado como resultado da analise deldsajuiméricos, formados
por camadas de células do meristema que contéws alderentes (Thompson e
Olmo, 1963). Este tipo de instabilidade alélicaleoi SSR tem sido descrito em
diferentes variedades de uvas (Riaz et al., 20@#&séh et al., 2003; Hocquigny et
al., 2004; Moncada et al., 2006; 2007). A estrugiuanérica dosoci SSR, por sua
vez, tem sido apontada como geradora e como {adfifa para a existéncia de
divergéncia genética entre clones das cultivarebe@at Sauvignon e Pinot
(Moncada et al., 2006).

No locus Udv107da cultivar Italia, a diferenciacdo genética fsiirmada
como sendo baixa {F= 0,0455) considerando apenas as frequéncias los &le
B. Entretanto, na populacéo de Urai foram detest2dalantas quimeras (13,3%) e,
na populacado de Sao Miguel Arcanjo, 4 plantas quEamE6,6%), indicando que o
locus Udv107também pode ser considerado como informativo dargéncia
genética entre clones da cultivar Italia. Mzus SculOyvonde a diversidade

genética foi estimada como sendo nulg $F0,00) considerando apenas a presenca
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dos alelos A e B, também foram observadas 85,6%igsajuimeras na populacao
de Marialva e 20% na populacdo de Paicandu e de Mi§oel Arcanjo. A
observacdo de um terceiro alelo nlmei Udvl107 e SculOvv confere uma
diversidade genética maior que a estimada pardonsscdas regibes de Urai, Sao
Miguel Arcanjo, Marialva e Paicandu. Caracterizanbhém, um potencial destes
clones em ampliar o numero de alelos lpaus SSR polimérfico e a variabilidade
genética da cultivar Italia quando forem propagadagetativamente, para formar
novos parreirais locais ou regionais. As mutacdes eecombinacfes somaticas
guando ocorrem estabelecem um mosaico genéticeg@re2004; Martinez et al.,
2006) e podem ser eventualmente fixadas e tradagemara novas plantas por
propagacao vegetativa. A alta propor¢cdo de plamtaseras nos clones de Italia
cultivados em Marialva (PR) e também em PaicandR) (Bode ser usada para
justificar a alta variabilidade genética (50% dgmsentos de DNA polimorficos)
encontrada na andlise de RAPD descrita por Mah €2008).

1 Jales
3 Plar do sl
5 Mantalva
i 580 Miguel Arcanjo

— 2 Ural

s Patcandy

Figura 4 - Agrupamento UPGMA das plantas\dgés Vinifera da cultivar Italia
coletadas em (1 - Jales), (2 - Urai), (3 - PilaSdd, (4 - Sdo Miguel Arcanjo), (5 -
Marialva) e (6 - Paicandu).
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Figura 3 -Géis de agarose mostrando o terceiro alelo (Cpregrado juntamente
com os alelos A e B, formando um fenétipo de 3 bar{duimérico) em plantas das
populagcdes da cultivar Italia de Urai, Sdo Miguetakjo, Marialva e Paicandu nos
loci SculOvWA) e Udv107(B).
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Quadro 6- Parametros de diversidade genética avaliados gaseia populacdes
de Vitis vinifera L obtidos com oprimersde microssatélite

Jales Urai Pilar do Sul

Locus Na Ne Ho He Na Ne Ho He Na Ne Ho He
SculOwv 2,0 2,0000 1,0000 0,500p 2,0 2,0000 11,0000 05000 ,0 2 2,0000 1,0000 0,5000
Scullwv 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000

Scul5w 20 19650 08667 04911 2,0 1,8672 0,7333 0,4644 ,0 2 2,0000 1,0000 0,4592

Udv 26 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 ,0 2 2,0000 1,0000 0,5000
Udv 32 2,0 2,0000 1,0000 0,500p 2,0 2,0000 11,0000 05000 ,0 2 2,0000 1,0000 0,5000
Udv 34 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 ,0 2 2,0000 1,0000 0,5000
Udv 40 2,0 2,0000 1,0000 0,500p 2,0 2,0000 11,0000 05000 ,0 2 2,0000 1,0000 0,4592

Udv 44 2,0 19912 0,9333 0,4978 2,0 1,3846 0,3333 0,2778 2,0 0,8491 0,7143  0,5000
Udv74 20 19912 09333 0,4978 2,0 1,8000 0,6667 0,4444 2,0 2,0000 1,0000 0,5000
Udv 85 2,0 2,0000 1,0000 0,500 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000
Udv 96 20 19912 09333 04978 2,0 15571 0,3333 0,3578 20 16897 05714 0,4080
Udv 107 2,0 11,8000 0,6667  0,4444 2,0 1,6423 0,5335 0,3911 2,0 1,5077 0,4286  0,3367
Udv 108 2,0 12,0000 11,0000 0,500 2,0 1,3006 0,1333  0,2311 20 18491 0,7146 0,5000
Vvmd5 2,0 19912 0,9333 0,4978 2,0 1,9912 0,9333 0,4978 2,0 2,0000 1,0000 0,5000
Vvmdé 20 19651 08667 0,4911 2,0 1,2195 0,2000 0,1800 20 18491 0,7143 0,4592
Vvmd7 2,0 11,8000 0,6667  0,4444 2,0 2,0000 0,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000
Vvs3 20 19912 09333 0,4978 2,0 1,0689 0,0667 0,0644 2,0 2,0000 1,0000 0,5000
Média 2,0 1,9815 0,9451 0,495 2,0 1,7548 0,7020 0,4064 2,0 1,9261 0,8908 0,4778

Sao Miguel Arcanjo Marialva Paicandu

Locus Na Ne Ho He Na Ne Ho He Na Ne Ho He
SculOwv 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 ,0 2 2,0000 1,0000 0,5000
Scullwv 2,0 12,0000 1,0000 0,50000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000

Scul5wv 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 1,7241 0,6000 0,4200
Udv 26 2,0 12,0000 1,0000 0,50000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 11,0000 0,5000
Udv 32 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000
Udv 34 2,0 12,0000 1,0000 0,50000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 11,0000 0,5000
Udv 40 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000
Udv 44 2,0 12,0000 1,0000 0,500 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 1,0 1,0000 0,0000 0,0000
Udv74 2,0 2,0000 1,0000 0,500 2,0 1,6897 0,5714 0,4082 2,0 2,0000 1,0000 0,5000
Udv 85 2,0 12,0000 1,0000 0,500 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000
Udv 96 20 11,7241 0,6000 0,420 2,0 1,8491 0,4286 0,4592 3,0 1,3605 0,1000 0,2650
Udv 107 20 19912 09333 0,4978 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 20 19231 0,8000 0,4800
Udv 108 2,0 19912 0,9333 0,4978 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 1,9231 0,6000 0,4800
Vvmd5 2,0 12,0000 1,0000 0,500 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 20 19231 0,8000 0,4800
Vvmd6 2,0 19912 0,9333 0,4978 2,0 1,6897 0,5714 0,4082 1,0 1,0000 0,0000 0,0000
Vvmd7 2,0 12,0000 1,0000 0,500 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 2,0000 1,0000 0,5000
Vvs3 2,0 2,0000 1,0000 0,500 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 2,0 14706 0,0000 0,3200
Média 20 19822 09647 0,4949 2,0 1,9546 09160 0,4868 1,94121,7838 0,7000 0,4085
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Quadro 7 - Estimativa da Heterozigosidade Observadperada, Diversidade
Genética (Fis) e diferenciacéo das seis populad@aétis viniferal.

Loci Na Ne Ho He Fis Fst
SculOwv 2,0 2,0 1,0000 0,5000 -1,0000 0,0000
Scullw 2,0 2,0 1,0000 0,5000 -1,0000 0,0000
SculSwv 2,0 1,9589 0,8551 0,4895 -0,8083 0,0241
Udv 26 2,0 2,0 1,0000 0,5000 -1,0000 0,0000
Udv 32 2,0 2,0 1,0000 0,5000 -1,0000 0,0000
Udv 34 2,0 2,0 1,0000 0,5000 -1,0000 0,0000
Udv 40 2,0 2,0 1,0000 0,5000 -1,0000 0,0000
Udv 44 2,0 1,9996 0,6667 0,4999 -0,7814 0,2487
Udv74 2,0 1,9665 0,8696 0,4915 -0,8143 0,0314
Udv 85 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 -1,0000 0,0000
Udv 96 3,0 1,8945 0,5217 0,4722 -0,2321 0,1708
Udv 107 2,0 1,8590 0,7246 0,4621 -0,6460 0,0455
Udv 108 2,0 1,9413 0,7101 0,4849 -0,6420 0,0908
Vvmd5 2,0 1,9933 0,9420 0,4983 -0,9044 0,0051
Vvmd6é 2,0 1,6820 0,5652 0,4055 -0,6136 0,1466
Vvmd7 2,0 2,0000 1,0000 0,5000 -1,0000 0,0000
Vvs3 3,0 2,3011 0,6377 0,4644 -0,6791 0,3241
Média 2,1176 1,9763 0,8525 0,4923 -0,8492 0,0648

Algumas das marcantes aplicacfes da analisecd8SR em uvas tém sido
primariamente para a determinacdo de parentesce eatiedades ou cultivares
para deteccdo de cultivares sindnimas (Bowers editbr 1997; Bowers et al.,
1996; Lopes et al., 1999; Piljac et al., 2002; Seftfal., 1997; 1998), para investigar
as relacdes taxondmicas entre as espécies (Rossetdd., 2002) e para a
identificacdo e discriminacdo de cultivares, notidende facilitar o manejo, o
controle e protecédo legal das colecdes de cudtsvéBefc et al., 2000; Dangl et al.,
2001; Lopes et al., 2006; Martinez et al., 20@#sta forma, osoci SSR séo
muito usados para estimar a diversidade genética eariedades, mas sdo pouco
utilizados (Franks et al.,, 2002; Riaz et al.,, 20@2tonsiderados como pouco

informativos para estimar a diversidade entre vailis muito relacionadas. Porém,
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a analise dodoci SSR nos clones da cultivar Italia, mantidos em reiftes
localidades dos estados de Sao Paulo e Parandpmuariabilidade genética do
DNA e confirma que pode ser usada para explicattaa diversidade genética
previamente encontrada na analise do polimorfisana plelos nulos nlocus Est-3
(52,3%) (Orasmo et al., 2007). O polimorfismo defDBIm sequéncias aleatorias
amplificadas (RAPD) de clones nas cidades de Maria Paicandu (65% de
segmentos polimorficos) (Maia et al., 2008) e cmira suposicdo (Imazio et al.,
2002; Schllenbaum et al., 2008) de qudans SSR ndo sdo marcadores genéticos

adequados para detectar variabilidade genéticdmmascde uvas.
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5. CONCLUSOES

a) Alguns dos clones da cultivar Itdlia das regi@esPR e de SP apresentam um
nivel moderado de diferenciacdo genética. Apesar pi®pagacao vegetativa ser a
forma de reproducédo usada para a formacdo dossgl@stes ndo devem ser
considerados como geneticamente uniformes.

b) Existe variabilidade genética dentro de cadaeclba cultivar Italia, determinada
pelo surgimento de novos alelos (mutacdes e/oumeicacdes mitdticas) e por
alteracdes nas frequéncias dos alelos originaisiftbinacdes mitéticas).

c) A analise dosoci Vvs3 Udv4Q e Udv96 permite diferenciar as populacdes de
clones da cultivar Italia. Estdsci possuem o maior conteido de informacéao
genética para a referida cultivar.

d) Osloci Uvd107 e SculOvvpodem ser considerados como informativos da
divergéncia genética entre clones da cultivardtpbrque evidenciam as diferentes
proporcdes de plantas quimeras. Podem ser anaigsta prever o potencial de
cada clone em formar novos clones geneticamenteromas ou divergentes.

e) Os clones da cultivar Italia cultivados em J&&R) e em Urai (PR) podem ser
considerados como os mais polimérficos em niveDUE porque apresentaram
alteracdes nas frequéncias de alelos em uma nrajoongéo (52,9%) deci SSR.

f) O clone da cultivar Italia cultivado em Marial{@R) apresentou 0 menor numero
deloci SSR com variacéo na frequiéncia dos alelos (17,88t)ativo de uma maior
estabilidade genética. Contudo, apresentou a rpadporcao de plantas quimeras,
indicativo de maior potencial para disseminar pmppgacao vegetativa clones
geneticamente divergentes.

g) Plantas dos clones da cultivar Italia de Ja8#) (ou de Urai (PR) podem ser
cruzadas com plantas do clone de Paicandu (PR)xmectativa de ampliar a base
genética desta cultivar em programas de melhoramgenético. I1sso é possivel
porque estes clones apresentaram as maiores piepatdoci SSR com variagcao
nas frequéncias de alelos e maior divergéncia egiiéncia dos alelos, além de

alelos novos encontrados no clone de Paicandu.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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