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RESUMO

COSTA, Marcia Oliveira, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, julho, 2009.
Caracterizacao genética de porta-enxertos de videira empregando marcador
microssatélite. Professora Orientadora: Claudete Aparecida Mangolin. Professores
Conselheiros: Maria de Fatima Pires da Silva Machado e Maria Claudia Colla
Ruvolo Takasusuki.

A 1identificacdo das variedades de porta-enxertos de uva por meio de caracteres
fenoldgicos ndo ¢ segura e tem gerado problemas para os viticultores. Assim, a
proposta deste estudo foi caracterizar, por meio do marcador microssatélite, as
variedades de porta-enxertos de uva plantadas nas regides Norte e Noroeste do
Parana, para a obtengdo de resultados que possam ser uteis para esclarecer dividas
quanto a identificacdo destas variedades e avaliacdo da diversidade genética. O
DNA das variedades dos porta-enxertos 420-A, Schwarzmann, IAC-766 Campinas,
Travit, Kober 5BB, IAC-572 Jales e IAC-313 Tropical foi extraido e avaliado,
utilizando-se 12 primers de microssatélites, totalizando 45 alelos com um nimero
médio de alelos igual a 3,75 por locus. O valor de H, estimado para as 7 variedades
de porta-enxerto foi de 0,7083. Os parametros de diversidade genética apontam para
um excesso global de heterozigotos nas sete variedades de porta-enxertos e o valor
global de F¢ foi -0,4008. A analise da divergéncia genética (Fg;) entre os porta-
enxertos Schwarzmann, [AC-572 Jales, IAC-766 Campinas, 420-A, IAC-313
Tropical, Travii e Kober 5BB resultou em um valor global igual a 0,1838,
indicando um nivel alto de divergéncia genética entre as mesmas. A diversidade
genética calculada pelos coeficientes de Identidade ou de Distancia Genética de Nei
mostrou maior identidade genética entre as variedades 420-A e Schwarzmann, com
95,88% de similaridade, e a menor foi encontrada entre as variedades Kober 5SBB ¢
IAC-313 Tropical com 56,27% de similaridade genética. A partir dos dados obtidos,
utilizando os 12 loci de microssatélites, foi construido um dendrograma. Neste, foi
identificado: um grupo formado pelas variedades 420-A, Schwarzmann e IAC-766
Campinas, um segundo grupo formado entre IAC-512 Jales e IAC-313 Tropical e os
porta-enxertos Travili e Kober 5BB que ndo formaram grupo, refletindo assim a

maior divergéncia encontrada entre eles. A sugestdao ou proposta do surgimento de
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novos alelos por mutagdes somaticas e/ou por recombinagdes mitoticas nos porta-
enxertos Schwarzmann, [AC-572 Jales, IAC-766 Campinas, 420-A, [AC-313
Tropical, Traviat ¢ Kober 5BB pode ser constatada em quatro dos loci SSR
analisados no presente estudo. Para os loci Udv001, Udv011, Udv108 e¢ Vvmd07,
dependendo da variedade, foram observados fendtipos com um alelo extra,
formando um fendtipo de 3 bandas de DNA no gel de agarose. Os alelos extras
adicionais formando o fenodtipo de 3 bandas nos loci SSR constitui um aspecto
positivo para aumentar a estimativa da diversidade genética nos porta-enxertos
Schwarzmann, [AC-572 Jales, IAC-766 Campinas, 420-A, [IAC-313 Tropical,
Traviu e Kober SBB.

Palavras-chave: Vitis, porta-enxertos, microssatélites, quimera em videiras.
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ABSTRACT

COSTA, Marcia Oliveira, M. Sc. Universidade Estadual de Maringd, July, 2009.
Genetic characterization of grape vine rootstock by microsatellite markers.
Adviser: Claudete Aparecida Mangolin. Committee Members: Maria de Fatima
Pires da Silva Machado and Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.

The identification of grape vine rootstock by phenological characteristics is not
precise and has caused several problems to grape producers. The varieties of grape
vine rootstock in the northern and northeastern regions of the state of Parand, Brazil
have been characterized by microsatellite markers so that results may help in the
identification of their varieties and evaluate their genetic diversity. DNA of grape
vine rootstock varieties 420-A, Schwarzmann, [AC-766 Campinas, Travita, Kober
5BB, TAC-572 Jales and TAC-313 Tropical was extracted and evaluated by 12
microsatellite primers, totaling 45 alleles, with a mean number of alleles equal to
3.75 per locus. Estimated H, rate for the 7 varieties of grape vine rootstocks was
0.7083. Whereas genetic diversity parameters indicate an overall excess of
heterozygotes in the seven rootstocks, overall Fg rate reached 0.4008. Genetic
divergence analysis (Fsr) among rootstocks Schwarzmann, IAC-572 Jales, IAC-766
Campinas, 420 A, IAC-313 Tropical, Traviu and Kober 5SBB remeted an overall rate
of 0.1838 and showed high genetic divergence level among them. Genetic
divergence calculated by Nei’s Identity or Genetic Distance Coefficients showed
higher genetic identity between 420-A and Schwarzmann, featuring 95.88%
similarity. The lowest genetic similarity was found between Kober SBB and IAC-
313 Tropical with 56.27% genetic similarity. A dendrogram, constructed from data
given by 12 microsatellite loci, identified a group formed by varieties 420-A,
Schwarzmann and TAC-766 Campinas, a second group formed by [AC-512 Jales
and IAC-313 Tropical and the rootstocks Travit and Kober 5SBB which, failing to
form a group, demonstrate the highest divergence among them. The suggestion that
new alleles may be produced by somatic mutations and/or mitotic recombinations in
rootstock Schwarzmann, [AC-572 Jales, IAC-766 Campinas, 420 A, [IAC-313
Tropical, Traviu, and Kober 5BB may be detected in four SSR loci analyzed in
current research. Depending on type, phenotypes with an extra allele were reported
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for loci Udv001, Udv01l, Udv108 and VvmdO7 which formed a phenotype with 3
DNA bands in agar gel. Additional extra alleles which form the 3 band phenotype in
SSR loci contributes towards an increase in genetic diversity estimates in rootstocks
Schwarzmann, [AC-572 Jales, IAC-766 Campinas, 420-A, [IAC-313 Tropical,
Traviu and Kober 5BB.

Key words: vitis, grape vine rootstock, microsatellites, chimera in grapevines.



1. INTRODUCAO

O género Vitis ¢ diverso, consistindo de 40 a 60 espécies na Asia,
aproximadamente 25 espécies na América do Norte e s6 uma espécie na Europa —
Vitis vinifera. Esta ¢ a principal espécie cultivada hoje, enquanto as outras espécies
de Vitis sdo usadas para crescimento de porta-enxertos e cultivares resistentes a
fungos. Estima-se a existéncia de cerca de 6.000 cultivares de V. vinifera (Alleweldt
e Dettweiler, 1994) das quais menos de 400 sdo de importancia comercial (Galet,
2000). Entretanto, hoje, muito dos recursos genéticos de V. vinifera estdo mantidos
em cole¢des de germoplasma.

De acordo com Sousa (1996), o homem, que ja se alimentava do fruto de V.
vinifera, com a evolugdo de seus conhecimentos aprendeu a fabricar produtos a
partir da uva, como o vinho, a passa e o suco. Também entendeu que, para melhor
tirar proveito da videira, € preciso conhecer de modo mais profundo esta planta,
desde sua origem, suas espécies e variedades, bem como suas caracteristicas
inerentes. Tais conhecimentos sdo importantes para superar os obstaculos advindos
da evolugdo das doengas e adaptar a cultura aos mais variados climas e solos, com o
objetivo de obter producdes em maior quantidade e com melhor qualidade.

As videiras sdo propagadas por mudas e os clones resultantes de uma
determinada popula¢do sdo geneticamente idénticos uns aos outros (exceto para
mutacdes somaticas) e a planta mae (a semente original das quais as cultivares
foram derivadas). A histéria do crescimento da videira tem determinado um retrato
complexo dos quais muitos bidtipos, ou mesmo cultivares, sao mal interpretados ou
chamados por diferentes nomes em diferentes areas. Isto dificulta freqiientemente a
identificacdo genética. Além disso, a origem da maioria das cultivares ¢
desconhecida e a estrutura biologica dependente da complexa variabilidade de V.
vinifera ¢ complicada por muitos fatores, incluindo eventos de cruzamentos
espontaneos, os quais podem ser que tenham ocorrido ao longo da domesticacao da

espécie (Rita et al., 2002).



Santiago et al. (2007) afirmam que, embora Vitis vinifera seja cultivada em
muitas partes da Europa, Asia, Africa, América e Oceania, todas as variedades
crescidas atualmente sdo originadas dos dois primeiros continentes. Durante 20
séculos, a propagacdo da videira espalhou-se por todo o mundo. Contudo, o nimero
de variedades atualmente cultivadas torna-se cada vez menor. Uma das causas mais
importantes desta perda da diversidade da videira na Europa foi a chegada de
doencgas provenientes da América no fim do século XIX e inicio do século XX. O
mofo branco foi o primeiro a chegar, seguido da filoxera (Daktulosphaira vitifoliae
Fitch). A conseqiiéncia destes ataques foi a perda de muitas variedades
tradicionalmente crescidas em poucas areas da Europa, ou seja, aquelas que foram
bem adaptadas aos microclimas particulares. Outra conseqiiéncia em fungdo destas
doengas foi que os produtores comegaram a enxertar suas vinhas em porta-enxertos
americanos.

O porta-enxerto de uva representa um dos mais efetivos mecanismos de
controle bioldgico em pragas da agricultura (de Andrés et al., 2007). O porta-
enxerto foi introduzido na viticultura no final do século XIX para controlar a
filoxera. Para as uvas européias cultivadas ndo existe resisténcia natural contra esta
praga, mas esta resisténcia foi encontrada em espécies norte-americanas
relacionadas, regido onde a filoxera surgiu. Diferentes cultivares hibridas, derivadas
de cruzamentos entre espécies de VitiS americanas (tais como V. berlandieri, V.
riparia e V. rupestris), ou entre Vitis americanas e algumas poucas cultivares de V.
vinifera foram produzidas e testadas como porta-enxertos. A aceitabilidade deste
novo material foi dependente dos bons niveis de resisténcia a filoxera e da
compatibilidade e conservagdo dos tragos de qualidade dos frutos produzidos pelas
cultivares enxertadas. Nao existe estimativa para o nimero exato de cultivares de
porta-enxerto existente atualmente, mas cada um representa um unico genotipo
mantido por meio de propagacao vegetativa (de Andrés et al., 2007).

Cada porta-enxerto ¢ caracterizado pelo comportamento especifico de
adaptacdo ao tipo de solo, a compatibilidade com as cultivares de V. vinifera e a
resisténcia a pragas e a doengas (Read e Gu, 2003). A relagdo enxerto/porta-enxerto

em viticultura ¢ avaliada por diversas interagdes e respostas do potencial vegetativo



e produtivo das plantas, bem como da qualidade dos frutos (Pastena, 1981). Tem
sido verificado que videiras enxertadas apresentam maior producao que videiras de
“pé-franco”. Segundo Edwards (1988), isso pode ser explicado pelo fato de que os
porta-enxertos conferem uma alta densidade de raiz e maior vigor a copa, se
comparados ao “pé-franco”. Além disso, plantas enxertadas antecipam a produgao,
mesmo porque, na regido em que foi realizada a enxertia, ocorre um relativo
estrangulamento a passagem de seiva nos dois sentidos, podendo promover aumento
na relagdo carbono/nitrogénio na copa (Faust, 1989; Hartmann e Kester, 1990).
Entretanto, o nimero de cultivares de porta-enxertos utilizado no mundo ¢ muito
pequeno, porque a industria da uva confia somente em poucas e historicamente bem
caracterizadas cultivares. Por exemplo, 90% das uvas italianas sdo enxertadas em
somente 7 cultivares de porta-enxerto, enquanto somente 6 sao usadas na Franga e
na Espanha (de Andrés et al., 2007). Entretanto, ha muito mais cultivares de porta-
enxertos e estas sdo conservadas in situ em bancos de germoplasma. Este material é
uma importante fonte de variabilidade genética para possiveis usos em programas
de melhoramento.

Para a protecdo dos vinhedos, contra a a¢do da filoxera, os produtores
comecaram a transplantar cultivares de V. vinifera em porta-enxerto de Vitis
encontradas na América do Norte e que sdo resistentes a esta doenga. Atualmente,
transplantar uva em porta-enxerto resistente continua sendo um dos tnicos meios de
crescimento da V. vinifera onde a filoxera esta presente. Porta-enxertos sdo também
usados em solos com problemas de nematdide, de salinidade e solos calcarios
(Pongracz, 1983). Desta forma, a maioria dos vinhedos brasileiros ¢ formado por
plantio dos porta-enxertos no local do futuro vinhedo, para posterior enxertia no
campo das cultivares produtoras (Ribas, 1957).

Segundo dados da Secretaria de Estado da Agricultura e do Abastecimento
(SEAB), entre as espécies frutiferas cultivadas no Parana, as uvas destinadas a mesa
e a vinificagio ocupam o 5° e 6’ lugares em darea cultivada, respectivamente
(Kishino et al., 2007). Os po6los de produgdo de uvas finas de mesa no Estado sdo:
Maringa, Cornélio Procopio e Londrina, sendo Marialva, Mandaguari, Urai e Assai

os principais municipios produtores. De acordo com os dados do IBGE, referentes



ao ano de 2004, os 10 maiores municipios produtores de uva do Brasil
representavam 50,9% da produgdo brasileira. Dentre os municipios paranaenses,
Marialva alcangou a 10* colocagdo com 1.399 ha, produgao de 33.413 toneladas e
rendimento médio de 23.983 kg/ha, naquele ano. Essa produ¢do representa 34,6%
do total alcancado pelo Estado e 2,6% do volume produzido no pais. Esses dados
foram fornecidos pelo IBGE em 2004 e descritos por Kishino et al. (2007). Nessa
regido, os porta-enxertos mais usados sdo: o IAC-766 (em 70% das parreiras) e
depois TAC-572, 0 IAC-313 e 0 420-A em menores proporgoes.

A precisa identificacdo de cultivares de porta-enxerto € essencial, pois este
interfere no comportamento e no tempo requerido para estabelecer a copa sobre ele.
A 1identificacdo de espécies, variedades, cultivares e hibridos de videiras dependem
tradicionalmente de caracteres fenolodgicos, como caracteristicas da folha e do
fruto. Utilizar estes caracteres para identificagdo ¢ uma habilidade praticada e facil,
pois estes caracteres sdo dependentes das condi¢des ambientais e dos estagios de
desenvolvimento da planta (Lin e Walker, 1997). A tradicional ampelografia,
aquela qual faz uso de caracteristicas morfologicas para identificacao de cultivares,
ndo ¢ suficientemente confidvel devido as influéncias ambientais (Lambow et al.,
1998; Sefc et al., 1998, 1999). Segundo de Andrés (2007), a diferenciacdo de
materiais intimamente relacionados ¢ dificil, pois o “pool” génico que deu origem
aos porta-enxertos hibridos € estreito e ndo ha uma detalhada descri¢do disponivel.

Estudos realizados por Bowers et al. (1993) e Sefc et al. (1999) mostram
que o uso de marcadores moleculares ¢ uma ferramenta util para superar as
limitagdes e completar a ampelografia, pois estes permitem a deteccdo de
similaridade e a definicdao das relacdes genéticas entre as variedades de videiras. A
1dentificacdo de cultivares utilizando marcadores de DNA deve ser mais eficiente,
pois estes avaliam diretamente o gen6tipo independente do fendtipo e existe uma
maior variabilidade de DNA do que para o nivel morfologico (Thomas et al., 1993).
Essa identificacdo ¢ importante para os programas de melhoramento, pois permite
mapear caracteristicas de interesse econdmico e isolar genes especificos. No caso de
porta-enxertos, a situacdo ¢ mais complicada do que para as uvas de vinho e de

mesa. Os porta-enxertos, quando enxertados, ndo produzem folhas, tornando a



identificacdo ampelografica impossivel. A influéncia do gendtipo de porta-enxertos
no desenvolvimento e crescimento da copa enxertada e na qualidade das uvas
colhidas ¢ consideravel. Além disso, a escolha da cultivar adequada de porta-
enxerto para diferentes condigdes ambientais ¢ o principal fator econdmico na
viticultura e a classifica¢do incorreta de cultivares de porta-enxertos pode acarretar
desvantagens econOmicas para a viticultura (Sefc et al., 2001). Por esta razdo, sdo
necessarios métodos alternativos para a identificagdo de cultivares, os quais
ilustram de forma mais clara as diferengas em nivel de genotipo. Diversas técnicas
para a caracterizagdo molecular de um organismo tém sido desenvolvidas nos
ultimos 20 anos (Karp et al., 1998) e a maior parte delas também tem sido aplicada
para a diferenciacao de cultivares de uva (Sefc et al., 2001). Nas ultimas décadas,
diferentes tipos de marcadores de DNA tém sido desenvolvidos e utilizados para
investigar e identificar videiras. Entre os marcadores estdo incluidos RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), (Blaich, 1989; Striem et al., 1990;
Bourquin et al., 1992; Bowers et al., 1993; Thomas et al., 1993); RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA), (Biischer et al., 1993; Gorgocena et al., 1993;
Jean-Jaques et al., 1993; Biischer et al., 1994; Lodhi et al., 1997); microssatélites ou
SSR (Simple Sequence Repeat), (Thomas e Scott, 1993; Thomas et al., 1994;
Bowers et al., 1996; Sefc et al., 1999; Di Gaspero et al., 2000; Arnold et al., 2002);
e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism PCR), (Cervera et al., 2000).

Microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSRs) sdo marcadores de
DNA com pequenos trechos em repeticdes em tandem de dois, trés ou quatro
nucleotideos (Legesse et al., 2006). A combinagdo de varias caracteristicas, tais
como: abundancia no genoma de eucariotos, alto nivel de polimorfismo, heranca
Mendeliana, co-dominantes, loci especificos e deteccdo em PCR (Polymerase
Chain Reaction), torna os microssatélites ou loci SSR marcadores genéticos
eficientes para humanos, animais e para plantas (Olivieri ¢ Morgante, 1993; Powell
etal., 1996).

Assim, a identificagdo e a distingdo das variedades de porta-enxertos podem
ser baseadas em caracteristicas genéticas, as quais nao sao influenciadas por fatores,

como o clima ou a qualidade do solo. Por isso, a proposta deste estudo foi



caracterizar através do marcador SSR as variedades de porta-enxertos de uva
plantadas nas regides Norte ¢ Noroeste do Parand, a fim de obter resultados que
possam ser Uteis para esclarecer dividas quanto a identificacao destas variedades e

avaliar a diversidade genética presente em cada variedade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A origem da videira

A regido entre o Mar Negro e o Mar Céspio, no Velho Mundo, ¢
considerada por taxonomistas como o local original das videiras, onde ainda hoje se
encontram na forma silvestre. No leste europeu, a videira se propagou inicialmente
ao redor da regido mediterranea, estendendo-se para o interior e atingindo os vales
da Franca no tempo dos romanos. Em 1.500, a viticultura estabeleceu-se nas ilhas
da Madeira e Canarias. Mais tarde difundiu-se na Africa do Sul, Austrilia e
América do Sul. Ainda hoje s3o encontradas novas espécies em regides
inexploradas, como, por exemplo, no México (Reisch e Pratt, 1996).

O género Vitis parece ter surgido na era Terciaria, mais precisamente no
periodo Paleocénico (Amaral, 2000). O mesmo autor indica que o mais antigo fossil
de videira conhecido ¢ o de uma folha existente na Sorbonne, classificado como
Vitis balbiana, ao qual foi atribuida a idade de 65 milhdes de anos. Muitos outros
fosseis de folhas, sarmentos e gavinhas das eras Tercidria e Quaternaria t€ém sido
encontrados na Europa, na América do Norte e até no Japao (Amaral, 2000).

De acordo com Ocete et al. (1999a), a presenca de restos fosseis
pertencentes a familia das Vitaceas na Europa, come¢a a ser notoria na época
Eoceno; estes autores definem que os achados paleontologicos mais antigos e
classificaveis como Vitis vinifera pertencem ao periodo Pleistocénico. Segundo
Winkler (1965), estes registros referem-se mesmo a descoberta de fosseis de folhas
e gavinhas pertencentes ao género Vitis, na América do Norte ¢ na Europa, durante
o periodo Terciario. Contudo, foi na Georgia que apareceram restos de gavinhas
provenientes de videiras cultivadas (Vitis vinifera ssp vinifera), tendo-lhes sido
atribuida uma data de origem entre 7.000 e 5.000 anos a.C. Assim, admite-se que a
passagem da uva selvagem para a uva cultivada tenha tido lugar acerca de 6.000

anos a.C. (Amaral, 2000).



O estudo botanico destes materiais vegetais proporcionou a compreensao da
evolugdo da espécie Vitis vinifera. Scossiroli (1988) descreveu que a espécie Vitis
vinifera divide-se em duas subespécies: Vitis vinifera ssp vinifera, que engloba a
maioria das castas cultivadas, e Vitis vinifera ssp sylvestris (Gmel) Hegi, que
engloba o material ndo cultivado. As caracteristicas, mais relevantes na subespécie
sylvestris sao a dioicia, o seio peciolar aberto ¢ a forma arredondada ¢ achatada das
sementes, enquanto que para as Vitis vinifera ssp vinifera as sementes sdo menos
largas e pontiagudas (Levadoux, 1956; Hidalgo, 1999).

Vitis vinifera é uma das espécies cultivadas mais importantes no mundo,
sendo também uma das mais antigas. Sdo plantas lenhosas e comercialmente
reproduzem-se assexuadamente por propagacao vegetativa. H4 um grande nimero
de variedades no mundo (entre 5.000 e 10.000) e muitas delas tém sido cultivadas
ao longo de varios séculos. A maior parte sdo variedades locais, e existem
numerosos sindnimos (uma variedade com nomes diferentes) e homonimos
(variedades diferentes com o mesmo nome) dentro e entre os paises. Para resolver
esta problematica, ¢ preciso desenvolver metodologias que facilitem a identificagao
das variedades de Vitis vinifera (Fernandez et al., 2008).

Segundo informacdes de Galet (2000), as diferentes cultivares ou
variedades sdao adaptadas a varios tipos de solo e de clima, o que possibilita o seu
cultivo em quase todas as regides do mundo. Sendo frutas bastante sensiveis as
condi¢des do solo e do clima em que se desenvolvem, as uvas variam muito de
acordo com essas condi¢des, apresentando caracteristicas que as distinguem,
segundo o sabor, a acidez, a dogura, o formato, a coloragdo e a resisténcia da casca,
o tamanho, a quantidade de sementes e o formato dos cachos. As uvas que nao sao
cultivadas servem como fonte de material genético e, atualmente, a maioria das

fontes genéticas de Vitis vinifera ¢ mantida em cole¢des de germoplasma.

2.2. Classificacao botanica

O género Vitis é o mais importante da familia Vitaceae, destacando-se a

videira como a cultura de maior expressao econdmica. As cultivares que apresentam



melhor qualidade pertencem a espécie Vitis vinifera, também conhecidas como
videiras européias. No Brasil muitas cultivares sdo plantadas e destinadas a
vinifica¢do ¢ ao consumo in natura (Kuhn et al.,1996; Botton et al., 2000).

As videiras pertencem a classe Dicotyledoneae, ordem Rhamnales, familia
Vitaceae ¢ sdo compostas de 14 géneros e mais de 1.000 espécies. O género de
grande interesse econdomico ¢ o Unico que fornece alimento ¢ o Vitis. Outros
géneros, como Parthenocissus, Ampelopsis ¢ Cissus, fornecem importantes espécies
ornamentais. O género Vitis é subdividido em dois subgéneros: Muscadinea, que
possui as espécies Vitis rotundifolia, V. munsoniana; ¢ V. popenoi com todas as
espécies diploides 2n=2x=40 cromossomos e Euvitis, que compreende mais que 50
espécies (Sousa, 1996), também com espécies dipldides 2n=2x=38 cromossomos. A
espécie Vitis vinifera faz parte do subgénero Euvitis, sendo a espécie que apresenta
as melhores qualidades de frutos e que deu origem a mais de 14.000 cultivares por
todo mundo (Reisch e Pratt, 1996).

A videira ¢ uma grande arvore frutifera de clima temperado. Entre todas as
espécies dentro da familia Vitaceae, V. vinifera (2n = 38), é a Unica espécie
amplamente utilizada na indistria vinicola. Existem milhares de cultivares de V.
vinifera, mas o mercado mundial para a produc¢do de vinho é dominado apenas por
algumas cultivares, como Chardonnay, Cabernet Sauvignon, Syrah (Shiraz) e
Merlot (This et al., 2006).

De acordo com Toda (1991), as espécies americanas constituem a base de
obtengdo de porta-enxertos utilizados na viticultura; estas apresentam maior ou
menor resisténcia a filoxera. A espécie V. vinifera apresenta sensibilidade total a

filoxera e a espécie V. rotundifolia apresenta imunidade total.

2.3. A uva no Brasil e no estado do Parana

No Brasil (Sousa, 1996), a videira foi introduzida em Sao Paulo, pela
expedi¢dao colonizadora de Martin Afonso de Souza, em 1532. Em Pernambuco, a

primeira expedi¢do capacitada a introduzir a videira foi a de Duarte Coelho, em



1535. Mas, comprovadamente, foi em 1542 que Joao Gongalves fomentou o cultivo
da uva na ilha de Itamaraca (Albuquerque, 1987).

Por muito tempo, segundo Pio Corréa (1926), predominou no Brasil a idéia
de que as condigdes ambientais ndo permitiriam jamais a cultura da videira, planta
que era considerada delicadissima e que s6 poderia produzir quando plantadas em
alguns paises da “Velha Europa”. Entretanto, atualmente a viticultura constitui-se
em uma grande fonte de riquezas para o Pais.

O estado do Parana ¢ o maior fornecedor nacional de uva de mesa durante o
periodo de dezembro/janeiro e abril/maio, determinando, assim, uma abertura de
mercado onde entram poucos fornecedores. No noroeste do estado do Parana, o
municipio de Marialva, localizado a uma latitude 23°29'06" sul e a uma longitude
51°47'30" oeste, a leste de Maringd, ¢ conhecido como a capital de uva fina de
mesa, destacando-se pelo seu povo trabalhador e sua grande produgdo de uvas finas,
contando com 1.400 hectares de parreiras em produgao, todas formadas com plantas
enxertadas e que ocupam em torno de 5.600 pessoas na atividade. Sdo 675
viticultores que colhem entre 10 e 12 mil toneladas de uvas finas por ano, obtendo
uma produtividade média de 27 t/ha/ano (safrdo + safrinha). A cultura da uva tem
sido o principal fator de desenvolvimento de Marialva-PR e de seus produtores,
gerando cerca de quatro empregos por hectare (Kishino et al., 2007).

Na regiao de Marialva, as cultivares predominantes sdo as cultivares de V.
vinifera com sementes, destacando-se a Italia e suas muta¢des Niagara, Rubi,
Benitaka e Brasil. As variedades sem sementes representam uma area bem menor,
destacando-se as cultivares lancadas pela Embrapa Uva e Vinho - BRS Morena,
Clara e Linda - cujo interesse pelo cultivo tem aumentado muito nessa regido, € as

cultivares tradicionais como a Vénus e a Centennial Seedless (Embrapa).

2.4. Propagacdo da videira

Por ser uma espécie cultivada ha milhares de anos, a videira tem evoluido
de modo a se adaptar as mais diversas situagdes de propagacao e cultivo. A videira

pode ser propagada de forma sexuada (por semente) ou assexuada (por via
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vegetativa). As sementes sdo Uteis para o melhoramento genético, para a obtencao
de novas variedades (Hidalgo, 1993), pois a elevada segregagdo genética pode dar
origem a individuos com caracteristicas diferentes das caracteristicas dos parentais,
o que ¢ desejado pelos melhoristas. Entretanto, a propagacdo de videiras através de
sementes tem sido desaconselhavel, pois as novas plantas apresentam vigor,
produtividade e qualidade dos frutos inferiores aos da planta-mae, além de

prolongar o tempo para a formag¢ao do vinhedo.

Segundo Crespan (2004), a propagacdo vegetativa permite a transmissao
uniforme das caracteristicas do material propagado. Também ¢ conhecido que
quanto mais antiga a ‘“casta”, maior ¢ a probabilidade de encontrar plantas com
gendtipos diferentes. Quando tais diferencas sdo oriundas de uma ampla base
genética, a selecdo clonal torna-se uma ferramenta eficaz no melhoramento de
videiras. Este tipo de reproducao baseia-se na facilidade que os ramos tém de emitir
brotos e raizes. Nesse tipo de propagacdo vegetativa, as plantas obtidas t€m as
mesmas caracteristicas da planta-mae, a ndo ser que ocorra alguma mutacao
(Hidalgo, 1993). Para os métodos de propagacdo vegetativa usam-se os ramos do
ano, e as técnicas mais empregadas sdo as de estaquia e de enxertia (Fachinello et

al., 1995; Peruzzo, 1995).

A estaquia e enxertia sdo usadas para contornar a ocorréncia de doengas nas
videiras. A filoxera, por exemplo, ¢ uma doenga causada pelo pulgao
Daktulosphaira vitifoliae (Hemiptera: Phylloxeridae), que possui menos que 1 mm
de comprimento e se alimenta da parte aérea e de raizes da videira (de Clerk, 1974;
Hickel, 1996; Soria e Dal Conte, 2000; Granett et al., 2001). Os maiores prejuizos
sdo observados quando este inseto se alimenta das raizes (forma radicola) de plantas
de V. vinifera cultivadas como “pé-franco” (Granett et al., 2001). Nestas situagdes,
o ataque do inseto provoca nodosidades resultantes do intumescimento dos tecidos
das radiculas nos locais de alimentacdo, reduzindo a capacidade da planta em
absorver nutrientes. Como dano secundario, o local de ataque serve como porta de
entrada para fungos de solo que sdo causadores de podriddes de raizes, podendo

culminar com a morte da planta (Omer e Granett, 2000). Para reduzir estes
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prejuizos, os cultivares de V. vinifera sdo obrigatoriamente enxertadas sobre porta-

enxertos de origem americana, resistentes a forma radicola da praga (Walker, 1992).

2.5. Porta-enxertos de uva

Atualmente o método de propagacdo de mudas mais utilizado ¢ o
assexuado, pela estaquia dos porta-enxertos e posterior enxertia da cultivar copa
(Sousa, 1996; Pires e Biasi, 2003). Existem diversos tipos de porta-enxertos, cada
um com sua caracteristica propria, o que permite a sua recomendagdo para uma

regido especifica e com finalidade especifica (Pires e Biasi, 2003).

As condi¢des fundamentais exigidas para um bom porta-enxerto, em
viticultura, incluem resisténcia a filoxera e a nematdides, adaptagao ao ambiente,
facilidade de propagacdo, afinidade satisfatoria com as cultivares copa e sanidade

(Hidalgo, 1993).

No caso da viticultura, a Ginica maneira de controlar a filoxera é com uso de
porta-enxertos resistentes (Boliani, 2002). Para Hartmann e Kester (1990) e
Fachinello et al. (1995), a propagacao de porta-enxertos de videiras e de outras
plantas frutiferas por estaquia baseia-se no principio de que € possivel regenerar
uma planta a partir da planta-mae. Para este processo, as estacas utilizadas podem
ser herbaceas, quando ndo possuem tecidos lignificados; lenhosas, com tecidos
lignificados; e semilenhosas ou semi-herbaceas, quando coletadas no inicio da

lignificacao.

O dominio das técnicas de propagacdo € um importante passo para o
sucesso da implantacdo de um parreiral. De acordo com Santos Jesus (1994), o
método tradicionalmente utilizado no sul do pais ¢ a enxertia praticada diretamente
no campo durante os meses de inverno. Esta ¢ realizada sobre porta-enxertos
plantados no ano anterior € em local definitivo, ou enraizados em viveiro ou telado.
Fachinello et al. (1995) descrevem que a utilizagdo de estacas lenhosas ¢ bastante

difundida e isso se deve ao fato de que essas apresentam alta taxa de pegamento.
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Os porta-enxertos de uva formam um complexo grupo de plantas, onde a
maioria deles sdo hibridos derivados de espécies nativas de Vitis Norte Americanas.
Estes porta-enxertos norte americanos sao usados para conferir resisténcia a filoxera
¢ também a problemas associados ao solo (de Andres, 2007). A espécie V. vinifera,
onde se incluem as videiras produtoras dos vinhos atuais, ¢ susceptivel a filoxera.
Tendo sido constatado que outras VitiS eram resistentes a essa praga, estas foram
introduzidas em larga escala e hoje ¢ uma pratica normal o enxerto do tipo de V.

vinifera desejado sobre um porta-enxerto resistente.

Além de apresentar resisténcia a praga, o porta-enxerto influencia o
crescimento vegetativo, a producdo e a qualidade do cacho da videira. Ele sofre
grande interferéncia edafoclimatica e responde diferentemente de acordo com a
copa sobre ele enxertada (Hartmann e Kester, 1990; Monteiro, 1999). Atualmente,
um numero relativamente grande de porta-enxertos encontra-se disponivel aos
produtores. Porém, cada um deles apresenta suas vantagens e deficiéncias. Apenas
com a experimentacao agricola pode-se determinar com regular precisdo qual ¢ o
mais adequado para uma determinada cultivar e regido (Pommer et al., 1997). Para
os vitivinicultores, ¢ importante saber a variedade exata que plantam, pois
variedades diferentes tém custos diferenciais; o tipo de viticultura desejada requer
variedades especificas; uvas e vinhos produzidos por variedades diferentes tém
caracteristicas qualitativas, quantitativas e precos muito diversos; o viticultor ¢
legalmente responsavel por assegurar que as castas declaradas sdo as que estdo

plantadas (Ribas, 1957; Monteiro, 1999; Ledo, 2003).

Para Alvarenga et al. (2002), na busca da combinacdo ideal entre porta-
enxertos e variedades copa, inimeros trabalhos tém sido realizados e deverdo
continuar sendo realizados, porque sdo inumeras as variaveis que atuam sobre essa
combinagdo e para cada uma das combinagdes pode haver um par ideal. Soma-se a
essa condi¢do o fato do avango dos programas de melhoramento. Estes programas
colocam no mercado novas cultivares, tanto de copa quanto de porta-enxertos,
obrigando os pesquisadores, mais uma vez, a langar mao de experimentacdes para

encontrar o melhor porta-enxerto para cada local.
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2.6. Porta-enxertos estudados

2.6.1. Variedade Kober 5BB

Kober 5BB ¢ um porta-enxerto resultante do cruzamento entre V.
berlandieri x V. riparia. Este cruzamento foi realizado por Sigmund Teleki, no final
do século XIX, e selecionado por Kober na Austria no inicio do século passado.
Este porta-enxerto ¢ bastante utilizado no Norte do Parand e tem sido muitas vezes
confundido com o porta-enxerto 420-A. Segundo Camargo (1998), o Kobber 5SBB
foi plantado no Norte do Parand com denominacdo erronea de 420-A.

O porta-enxerto Kober 5SBB difundiu-se com a cultura da variedade Italia.
A difusdo deve-se ao bom comportamento da cultivar Itdlia e seus mutantes, pois
este porta-enxerto confere vigor mediano e boa produtividade para as copas nele
enxertadas. O Kober 5BB ¢ um porta-enxerto que apresenta um bom enraizamento,
boa pega de enxertia € que imprime bom vigor e produtividade a copa. Adapta-se
melhor a terrenos fundos, aluviais, frescos e férteis, tolerando bem os solos
argilosos e pobres, mas ndo se adapta a solos muito acidos. Ele manifesta boa
resisténcia a nematoides e fungos, mas ¢ suscetivel a ferrugem, havendo

controvérsias quanto a sua resisténcia a seca.

De acordo com Pereira e Leitdo Filho (1973), o Kober 5BB apresenta:
lamina foliar verde na face superior e verde-clara na inferior; nervuras primarias
pigmentadas de antocianina na base, ocorrendo 0 mesmo com nervuras secundarias
e, mais raramente, com terciarios e seio peciolar (este em cardter constante);
pilosidade esparsa, comumente concentrada ao longo das nervuras; folhas com
cinco dentes primarios em média; folhas distintamente trilobadas, com os lobos
correspondentes as trés nervuras primarias centrais mais desenvolvidos e agudos;
base foliar cortada, com nervuras basais (primadrias) retas; peciolo vermelho-escuro,
de se¢do subcircular, superiormente leve-canaliculado, ao longo dos vértices com
pélos simples curtos e alvo-translicidos; broto terminal levemente bronzeado, com
pilosidade nos ramos e folhas, formada por pélos curtos simples e pélos

lanuginosos; estipulas bronzeadas, lanceoladas, de apice agudo ou ovaladas pilosas;
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caule adulto verde-claro nos entrenés e avermelhados na altura dos nds, glabro,

leve-reluzente e estriado; gavinhas avermelhadas e leve-reluzentes.

A planta da Kober 5BB produz flores femininas e desta forma pode
frutificar, mas os cachos formados sdo pequenos, com bagas pequenas, esféricas e

pretas (Sousa e Martins, 2002).

2.6.2. Variedade 420-A

O porta-enxerto 420-A ¢ proveniente do cruzamento entre V. berlandieri x
V. riparia, obtido na Fran¢a no ano de 1887, por Millardet ¢ De Grasset. Esta
variedade possui elevada resisténcia a filoxera e certa resisténcia a nematoides, mas
¢ muito suscetivel a ferrugem e adapta-se a diferentes solos, exceto aqueles muito
acidos. Em Sao Paulo, ¢ recomendado como bom porta-enxerto para as variedades
de uvas finas de mesa, enquanto no Rio Grande do Sul ¢ pouco difundido
(Camargo, 1998; Sousa e Martins, 2002). Em 1978, o Programa Fruticultura do
Instituto Agronomico do Parand (IAPAR) introduziu o 420-A da Estagdo
Experimental de Jundiai, do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). Esse clone
tem conferido vigor mediano e alta produtividade as videiras Italia, Rubi, Benitaka,
Kioho, e Beni-fuji. Em Ponta Grossa, no Sudeste do Parand, tem proporcionado alta

produtividade a videira Nidgara (Kishino, 2007).

Morfologicamente, as plantas da variedade 420-A possuem ramos com
superficie um pouco estriada e glabros de coloracdo verde escura com nos violaceos
até a extremidade, contrastando com os entrends. As folhas jovens sdo brilhantes e
verde-bronzeadas e as folhas adultas sdo inteiras; as basais sao nitidamente
trilobadas, cuneiformes, espessas, brilhantes, verde-escuras na face superior ¢ um
pouco mais claras na face inferior, com seio peciolar em U. Esta variedade produz
flores masculinas estéreis (Sousa e Martins, 2002). Cosmo (1979) descreveu o 420-
A como um porta-enxerto que pode adaptar-se a seca e a solos leves. Porém, nao

tolera terrenos muito argilosos e compactos.
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2.6.3. Variedade Schwarzmann

Pommer et al. (1997) classifica o porta-enxerto Schwarzmann como sendo
um hibrido natural entre V. riparia e V. rupestris, selecionado por Bizenz, na
Moravia, regido da ex-Tchecoslovaquia, no inicio do século XX. Este porta-enxerto
apresenta vigor médio e enraizamento satisfatorio e adaptado a terrenos secos,
aridos, acidos e arenosos (Sousa, 1996). Segundo Stirling e Cirami (1984) e
Pommer et al. (1997), o porta-enxerto Schwarzmann revela boa resisténcia a
nematoides e, embora pouco difundido, ¢ apropriado para as condigdes paulistas,

podendo ser uma opg¢ao para a cultivar Nidgara.

Seus ramos sdo glabros, com nos e entrends violaceos no lado exposto ao
sol. As folhas sao onduladas, apresentando na face inferior pubescéncia sobre as
nervuras. As folhas novas sdo verde-amareladas e brilhantes e as adultas sdo de
coloragao verde-clara, tamanho médio tendendo a reniformes, inteiras ou levemente
trilobadas, com seio peciolar em lira aberta e profunda. Produz flores masculinas e

nao produz frutos (Sousa e Martins, 2002).

Pastena (1981) descreveu o porta-enxerto Schwarzmann como sendo
dotado de aptiddo edafica semelhante ao porta-enxerto 101-14 e ndo tem
apresentado, em algumas regides viticolas, boa afinidade com certas cultivares
locais. Em terrenos pobres, o porta-enxerto Schwarzmann pode apresentar um
desenvolvimento deficiente, preferindo terrenos profundos, férteis, frescos e pouco
calcarios. Mostra também uma boa afinidade com cultivares viniferas, favorecendo
a qualidade dos vinhos, embora ndo parega revelar a capacidade de frutificacao
induzida por alguns outros porta-enxertos. Como o porta-enxerto 101-14, o
Schwarzmann também revelou boa afinidade, mas na Fazenda Experimental de
Caldas, da EPAMIG, em um experimento de competicdo de porta-enxertos
combinados com hibridos franceses, o 101-14 mostrou-se, sistematicamente, mais

produtivo do que o Schwarzmann (Alvarenga et al., 1982).
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2.6.4. Variedade IAC-766 Campinas

No grupo de hibridos complexos estdo incluidos os porta-enxertos IAC-766
e Travia. O IAC-766 foi obtido no Instituto Agrondmico de Campinas, através do
cruzamento entre Riparia do Travia X V. caribaea realizado por J. R. A. Santos
Neto (1958), citado por Pommer et al. (1997) e Camargo, (1998). O IAC-766 ¢ um
porta-enxerto menos vigoroso que o IAC-572; isto em alguns casos dificulta a
obten¢do de plantas com desenvolvimento adequado para a realizacdo da enxertia
de inverno, realizada no local definitivo quando o transplante ¢ feito tardiamente
(apos 0 més de dezembro). Em regides com ocorréncia de temperaturas mais baixas,
o porta-enxerto IAC-766 tende a entrar em dorméncia durante o inverno,
apresentando intensa queda de folhas. Santos Neto (1973) afirmou que o porta-
enxerto [AC-766 ¢ um dos mais indicados para uvas finas de mesa; trata-se de um
porta-enxerto vigoroso; o enraizamento das suas estacas ¢ satisfatorio, e apresenta
boa resisténcia as doencas (Pereira e Leitao Filho, 1973). O porta-enxerto IAC-766
emite mais brotos “ladrdes” que outros porta-enxertos.

O TAC-766 ¢ recomendado para cultivares como Italia, Rubi, Benitaka,
Brasil, Red Globe, Centennial Seedless, BRS Clara, BRS Morena ¢ BRS Linda.
Entretanto, este porta-enxerto confere menor vigor a variedade copa que o IAC-313.
Embora haja necessidade de estudos mais completos, acredita-se que este porta-
enxerto seja uma boa alternativa para cultivares de uvas sem sementes € uvas para
suco. Apesar deste porta-enxerto proporcionar menor vigor a copa, ele favorece a
diferenciacdo de gemas nas uvas sem sementes ¢ facilita o manejo da copa nas uvas
para suco em espacamentos adensados (Sousa, 1996; Pommer et al., 1997).

As plantas do porta-enxerto IAC-766 possuem folhas com a face superior
verde-escura e a inferior um pouco mais clara; nervuras primarias com leve
pigmentacdo de antocianina; pé€los simples hialinos e bem curtos, além de esparsos
pélos lanuginosos em ambas as faces; lobos foliares pouco nitidos e base foliar bem
fechada, com os bordos quase se sobrepondo; brotos terminais bronzeados ou
verde-bronzeados, com abundante indumentario tanto simples como lanuginoso,

ambos brancacentos; caules adulto verde-amarelados e esporadicamente com estrias
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bronzeadas, cilindricos, glabros e com pigmentagdo antocidnica nos nods (Sousa e

Martins, 2002).

2.6.5. Variedade Traviu

A cultivar Travia ¢ um hibrido e foi produzida a partir do cruzamento entre
V. riparia x (V. rupestris x V. cordifolia), também conhecido como Riparia do
Travia ou 106-8 Mgt, obtido por Millardet e De Grasset, na Franga, em 1882.
Segundo Souza (1969), este porta-enxerto apresenta uma adaptacdo similar a
adaptacao do porta-enxerto 104—-14, preferindo, porém, solos mais frescos. Por
outro lado, parece possuir boa resisténcia a secura e simultaneamente boa adaptacao
a terrenos argilosos e umidos. Esta cultivar ¢ muito suscetivel a antracnose e a
ferrugem. Pereira e Leitdo Filho (1973) apresentaram o Travii como possuindo
afinidade para a maioria das cultivares. Este porta-enxerto ¢ utilizado
principalmente com as cultivares de Nidgara dos estados de Sao Paulo e Parana (nos
municipios de Rosario do Ivai, Japira, Ibaiti, Jaboti e Pinhaldo), e induz bons
rendimentos quando utilizado com as cultivares Patricia, Soraya, Rainha, Seibel 2 ¢
IAC 138-22. Para a cultivar Itdlia, o Traviu proporciona menores produgdes do que
quando esta ¢ combinada com o porta-enxerto Kober SBB. Por outro lado, quando a
Italia estd associada ao Traviu, ocorre antecipagdo da maturagao em alguns dias e
formacao de cachos mais soltos. De acordo com as coloca¢des de Pommer et al.
(1997) e Simao (1998), desde que sejam respeitadas as exigéncias naturais e
especificas ou adaptagdes dos porta-enxertos, € possivel que as cultivares de
Niagara tenham boas possibilidades de responder bem a enxertias realizadas sobre
os porta-enxertos du Lot, Traviti, ou mesmo o Golia. Isso ndo acontece com o porta-
enxerto Kober 5BB.

As plantas do porta-enxerto Travit apresentam folhas cuneiformes, de
coloragdo verde-escura na face superior e levemente mais clara e opaca na inferior.
Apresentam nervuras primarias pigmentadas de antocianinas em seu ter¢o basal; a
pilosidade ¢ esparsa em ambas as faces, constituida por pélos simples, curtos e

brancos, lobos longo-acuminados e bem salientes e seio peciolar em U; peciolo de
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coloragdao vermelho escura e dotado de pélos lanuginosos brancacentos. Os brotos
terminais sdo levemente bronzeados e as folhas jovens brilhantes, com peciolo e
lamina sericeo-pilosos. Os caules adultos sao avermelhados, glabros e levemente
reluzentes e as gavinhas sdo avermelhadas, glabras e leve-reluzentes. A planta do
Traviu produz flores femininas, que ddo origem a poucos frutos (Sousa e Martins,

2002).

2.6.6. Variedade IAC-572 Jales

Dos porta-enxertos criados pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC),
destaca-se principalmente o IAC-572 pela adaptagdo e afinidade com as principais
cultivares em uso nas regides tropicais. O IAC-572 ¢ oriundo do cruzamento entre
V. caribaea e V. ripari x V. rupestris 101-14 ¢ este cruzamento foi realizado em
1954, no IAC (Camargo, 1998). A partir do inicio da década de 90, este porta-
enxerto vem sendo bastante difundido em todas as regides viticolas tropicais do
pais, sob a etiqueta Tropical sem virus. A difusdo ocorreu a partir de material sadio,
obtido por termoterapia no IAC, propagado em Tupi Paulista - SP pelo viticultor
Nelson Fujino e levado para Jales, para o Vale do Sdo Fransisco e para as novas

regides viticolas em desenvolvimento no Mato Grosso do Sul e no Mato Grosso.

Em 1993, no Vale do Sao Francisco, o IAC-572, a partir de material
proveniente de Tupi Paulista, foi identificado em matrizeiro pela Agropecudria
Labrunier Ltda. Atualmente, este ¢ o porta-enxerto mais propagado, substituindo o
Tropical em praticamente todos os novos plantios, a partir dos anos 1994/1995,
tanto no Vale do Sdo Francisco como no Noroeste de Sao Paulo e outras regides. O
IAC-572 é um pouco menos vigoroso que o porta-enxerto Tropical, sendo de facil
enraizamento, apresentando bom indice de sobrevivéncia quando transplantado para
o campo e boa afinidade geral com as principais cultivares de uvas finas, como a
Italia, Rubi, Benitaka, Brasil, Red Globe, Christmas Rose, Perlette ¢ Centennial. O
IAC-572 também tem sido usado com sucesso para a cultivar Nidgara Rosada na
regido de Jales e nos estados de Mato Grosso do Sul e Mato Grosso (Camargo,

1998).
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As plantas do porta-enxerto IAC-572 possuem folhas de coloragdo verde-
escura na face superior e verde-clara e opaca na face anterior, com nervuras
primarias, secundarias e seio peciolar pigmentados com antocianina; pilosidade nas
duas faces, formada por pélos brancos e curtos, concentrados ao longo das nervuras;
lobos desenvolvidos correspondentes as trés nervuras primadrias, razao pela qual a
folha se apresenta trilobada; seio peciolar em V; peciolo vermelho escuro ou
bronzeado, opaco. Seus brotos terminais sdo verde-claros ou levemente bronzeados.
As folhas e os ramos novos sao densamente revestidos de pilosidade lanuginosa e os
caules adultos sdo verde-bronzeados ou levemente amarelados, lisos e opacos, com

esparsos pelos lanuginosos brancos (Sousa e Martins, 2002).

2.6.7. Variedade IAC-313 Tropical

O porta-enxerto IAC 313 ¢ um hibrido proveniente do cruzamento de Golia
x Vitis cinerea, obtido por J. R. A. Santos Neto, em 1950, no Instituto Agrondmico
de Campinas. Este porta-enxerto foi o primeiro criado para as condigdes tropicais
do Brasil. Foi denominado Tropical por ser recomendado para regides com
temperaturas médias anuais elevadas. Além de apresentar vigor e adaptacdo aos
solos 4cidos, apresenta boa resisténcia as doencas fangicas e as viroses. E de
lignificagdo tardia e seu pegamento na enxertia ¢ bom, devendo, no entanto, serem
evitadas estacas com didmetro superior a 1 cm (Sousa, 1969). Scaranari et al.
(1979), Martins et al. (1981) e Terra et al. (1990) obtiveram as maiores producoes
das copas quando utilizaram esse porta-enxerto.

Desenvolve-se bem em diferentes tipos de solo e confere grande vigor as
variedades-copa, o porta-enxerto IAC 313 ¢ o mais difundido no Arenito Caiua
(Noroeste do Parand), local de solo pouco fértil com ocorréncia de nematdides do
género Meloidogyne sp. Sob alta pressdo de indculos, pode ser infectado por
antracnose e mancha-da-folha (Kishino et al., 2007).

Segundo Pereira e Leitdo Filho (1973), o IAC-313 apresenta lamina foliar
verde-escura e sem pigmentacdo antocianica na face superior e, na inferior, lamina

mais clara e opaca. Possui Pilosidade pronunciada, na face superior lanuginosa e
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também pélos simples sobre as nervuras primarias, secundarias e terciarias. Na face
inferior, pilosidade mais abundante. As folhas apresentam cinco dentes primarios,
lobos curto-acuminados e base reentrante e subcortada; peciolo verde-claro ou
levemente bronzeado, com pilosidade pronunciada brancacenta e lanuginosa ao
longo dos vértices e junto a insercdo da lamina foliar. Apresenta broto terminal
verde-claro, bronzeado, com pilosidade branca e lanuginosa sobre ramos e folhas
jovens. O caule adulto ¢ verde-claro, levemente amarelado, ligeiramente bronzeado
e apresenta nos, com esparsos pelos simples, brancos, longos e raros pélos

lanuginosos. Gavinhas verde-claras, branco lanuginosas ou glabras na base.

2.7. Identificagdo dos porta-enxertos

A utiliza¢do de mudas sauddveis de porta-enxertos ¢ de grande importancia
na implantacdo de um vinhedo. Tradicionalmente, no Brasil, a implantacdo dos
mesmos ¢ feita a partir do enraizamento dos porta-enxertos diretamente no campo
ou em recipientes com terra para posterior transplantio em locais definitivos
(Simao, 1998). Apods a disseminagdo da filoxera por toda a area viticola mundial, o
unico meio eficiente de se propagar a videira foi pela enxertia, que consiste na uniao
da variedade copa sobre porta-enxertos resistentes ou imunes a filoxera e também
aos nematoides, sendo o resultado dessa jun¢cdo uma unica planta (Pommer, 2003).

Além de controlar a filoxera, apresentam-se como principais vantagens do
uso da enxertia: maior desenvolvimento inicial das plantas, o que proporciona
maiores colheitas nos primeiros anos de produgdo; maior vigor das plantas, o que
assegura maior produtividade do vinhedo; produgdo de cachos e bagas de tamanho
elevado, o que reflete positivamente sobre a produtividade. Em muitas partes do
mundo o uso de porta-enxerto no combate a filoxera e no combate a problemas de
solo ¢ uma necessidade para a viticultura. Entretanto, muitos dos porta-enxertos sao
estreitamente relacionados, sdo muito semelhantes em aparéncia e isto dificulta a
distincao entre eles por meio de técnicas padroes de ampelografia (Lin e Walker,

1998).
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De acordo com Monteiro (1999), existem trés maneiras para a detec¢do de
polimorfismo entre os porta-enxertos e conseqiientemente para realizar a distingao
entre eles: por meio de ampelografia, com o emprego dos marcadores celulares e
ainda com o uso dos marcadores moleculares. Para a industria de vinho, por
exemplo, a identificagdo de videiras ¢ uma necessidade essencial e esta tem sido
realizada através de ampelografia de campo. Por meio deste método as cultivares
sdo distinguidas com base em caracteristicas morfoldgicas. Mas a propagacao
vegetativa e a disseminag¢do global dos cortes propagados vegetativamente por
centenas de anos tém causado problemas para o sistema de identificacdo baseado
em genotipos (Thomas et al., 1994). O problema da ampelografia ¢ que, embora
haja variedades que sejam perfeitamente distinguiveis a olho nu, por exemplo, ha
distincdo entre as variedades brancas e tintas quando o fruto esta maduro. estas
duas variedades apresentam caracteristicas de matéria-prima enoldgica muito
diferentes, mas com aparéncias muito similares. Ainda quando a isso € acrescida a
influéncia ambiental, estas variedades apresentardo um grande grau de variabilidade
fenotipica (o resultado visivel da interagdo entre a heranga genética e o ambiente) e
1so dificulta ainda mais a identificacdo correta de certas variedades ou cultivares

(Thomas et al., 1994).

2.7.1. Ampelografia

A videira V. vinifera ¢ a primeira das mais importantes culturas de plantas
do mundo. Nas ultimas décadas, tornou-se imprescindivel lidar com a grande
colecdo de germoplasma bem como identificar adequadamente as diferentes
cultivares. Caracteres morfoldgicos, tais como a forma da folha, foram utilizados
para a identificacdo da cultivar, mas algumas vezes esta forma de avaliacdo conduz
a resultados nao confiaveis na determinag¢ao das variedades ou cultivares. Isso
ocorre em funcdo das influéncias ambientais sobre estes caracteres (Bretting e
Wildrlechner, 1995).

A ampelografia ¢ o método usual e de utilizagdo generalizada na

identificagdo de variedades, mas, apesar da sua grande e evidente contribui¢ao para
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a viticultura nacional, este método apresenta desvantagens inerentes ao fato de
utilizar as caracteristicas fenotipicas da videira no processo de classificagdo. Sendo
o fendtipo a expressdo do gendtipo e levando em consideracdo que, durante o
crescimento da videira (fase em que o genotipo se exprime em fenotipo), esta
expressao ¢ influenciada pelo ambiente, a ampelografia introduz no processo da
classificagdo, variaveis nao controladas e dependentes do ambiente (Wolf, 1976;
Dias, 1994).

Viarios autores t€ém considerado que a tradicional ampelografia (do grego
ampelos - videira e graphos descri¢dao), analisando e comparando os caracteres
morfologicos para identificar cultivares, ndo ¢ suficientemente confidvel e
consistente, devido a fatores ambientais, biologia individual da planta e a fase de
crescimento do vegetal (Lamboy e Alfa, 1998; Sefc et al., 1998; 1999; Fatahi et al.,
2003).

2.7.2. Marcadores celulares

Os métodos bioquimicos, tais como a andlise de isoenzimas, t€m sido
desenvolvidos para complementar e assistir a identificacdo ampelografica,
determinando o genotipo de cultivares. Muitos autores tém utilizado as isoenzimas
como marcadores bioquimicos para identificar videiras (Wolfe, 1976; Weeden et
al., 1988; Bachmann 1989; Calo et al., 1989; Parfitt e Arulsekar, 1989; Walters et
al., 1989; Boursiquot e Parra, 1992; Walker e Liu, 1995). Entretanto, o uso destes
marcadores ¢ limitado em Vitis, pois poucos sistemas enzimaticos estdo
padronizados e disponiveis.

As isoenzimas podem ser usadas para identificar porta-enxertos de uvas,
porém a identificagdo positiva exige que os alelos padrdes sejam comparados as
1soenzimas de um porta-enxerto conhecido. Os padrdes isoenzimdaticos podem ser
influenciados pelo estdgio de desenvolvimento do tecido vegetal das quais as
amostras foram extraidas e também podem ser influenciadas pelas condigdes
ambientais. Estas condi¢des podem alterar a intensidade das bandas dentro de uma

estagdo e, além disso, os loci de isoenzimas tém um polimorfismo limitado ¢ as
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analises destes loci podem falhar em fornecer uma distingdo conclusiva entre porta-

enxertos semelhante (Boursiquot, 1992 e Walter, 1995).

2.7.3. Marcadores moleculares

A superioridade dos marcadores moleculares sobre a ampelografia para a
caracterizagao de cultivares de uvas estda bem estabelecida. Em uva, marcadores
moleculares como RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism) (Bourquin
et al. 1993); RAPD (Random Amplified Polymorphism of DNA) (Jean Jaques et al.,
1993; Grando et al., 1996; Ye et al., 1998; Vidal et al., 1999; Luo e¢ He, 2001;
Tamhankar et al., 2001); microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeated);
(Bowers et al. 1993, 1999; Thomas e Scott, 1993; Cipriani et al., 1994; Scott et al.,
2000; Pellerone et al., 2001) e AFLP (Amplified Fragments Length Polymorphism)
(Labra et al., 1999; Cervera et al., 2000; Martinez et al., 2003) sdo amplamente
utilizados para a caracterizag¢do de cultivares, analise de parentesco, identificagcdo de
clones, que institui a relagdo genética e mapeamento molecular (Upadhyay et al.,
2007).

Os recentes avancos na biologia molecular t€ém permitido detectar
facilmente seqiiéncias polimodrficas de DNA e esta informacdo tem sido aplicada
para a identificacdo de cultivares e estudos filogenéticos para diversas plantas. As
seqliéncias polimorficas de DNA nao sdo influenciadas pelas condigdes ambientais
ou culturais e o uso destas ¢ proposto como uma grande vantagem sobre as
caracteristicas morfoldgicas ou fisiologicas (Goto - Yamamoto et al., 1998).

O uso de marcadores moleculares ¢ uma metodologia util para completar a
ampelografia, detectar semelhancas e para definir as relagdes genéticas entre castas
(Bowers et al. 1993; Sefc et al. 1999). Simple sequence repeat (SSR) ou marcadores
microssatélites sdo atualmente os marcadores moleculares mais utilizados
(Bhattramakki e Rafalski 2001). Os marcadores microssatélites foram descritos
primeiramente em videira em 1993 por Thomas e Scott e revelaram-se excelentes
marcadores para caracterizagdo da videira (Thomas et al., 1994; Bowers et al.,

1996; Sefc et al., 1999).

24



Seqiiéncias de microssatélites consistem na repeticio de uma curta
seqliéncia repetitiva, que apresenta um nivel relativamente elevado na taxa de
mutacdo, o que da lugar a um grande niimero de alelos e, consequentemente, a um
alto nivel de polimorfismo. Os microssatélites polimorforficos sdo normalmente
avaliados pela extensdao do nimero de repeticoes, mas os alelos de microssatélites
também podem variar em func¢do de uma Unica base substituida dentro da seqiiéncia
repetitiva, ou em regides flanqueadoras (Orti 'et al., 1997; Makova et al., 2000). Em
diferentes espécies, variagdes foram descritas nas seqliéncias flanqueadoras de
microssatélites (Grimaldi e Crouau-Roy 1997; Brohede e Ellengren 1999;
Blankenship et al., 2002; Dettman e Taylor, 2004; Ablett et al., 2006), incluindo as
espécies da familia Vitaceae (Di Gaspero et al., 2000; Arnold et al., 2002; Rossetto
et al., 2002).

Um consideravel investimento também tem sido realizado para investigar
caracteres quantitativos para subsidiar os programas de melhoramento e também em
estudos genéticos para a uva. Um aumento no nimero de loci de microssatélites em
uva disponibilizados por varios autores (Thomas e Scott, 1993; Cipriani et al., 1994;
Thomas et al., 1994; Bowers et al., 1996; Sefc et al., 1999; Di Gaspero et al., 2000;
Regner et al., 2000; Scott et al., 2000; Arnold et al., 2002), aliado a facilidade de
emprego deste marcador, tem mostrado que os loci SSR podem ser utilizados para a
construcdo de mapas genéticos, sendo, assim, possivel o estudo de caracteres que

apresentam heranca quantitativa em uva (Bellin et al., 1999; Dalbo et al., 2000).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Variedades de porta-enxertos de uva

Para a extragdo de DNA foram utilizadas folhas jovens e completamente
expandidas de 15 a 20 plantas das seguintes variedades de porta-enxertos de uva:
420-A, Schwarzmann, IAC-766, Travia, Kober SBB, IAC-572 ¢ 1AC-313, cujos
cruzamentos que as deram origem estdo apresentados no Quadro 1. As folhas foram
coletadas em uma area experimental da Cooperativa de Rolandia (COROL), no
municipio de Rolandia-PR, menos para as variedades Kober 5SBB e IAC-313. Para a
variedade Kober 5BB foram trazidas estacas da Embrapa (Centro Nacional de
Pesquisa em Uva e Vinho), de Bento Gongalves-RS, e para a variedade IAC-313 as
folhas foram coletadas em uma propriedade localizada na Estrada Fruteira, Km 4,

no municipio de Marialva-PR.

Quadro 1 - Cruzamentos entre espécies de uvas que deram origem aos porta-
enxertos analisados

Variedades Cruzamentos

Porta-enxertos

420-A Vitis berlandieri X V. riparia

Traviu V. riparia X (V. rupestris X V. cordifolia)
IAC-572 Jales V. tiliifolia X 101-14 Mgt

IAC-766 Campinas Traviu X V. Caribaea

IAC-313 Tropical Golia (V. riparia-carignane X V. Rupestris) X cinerea
Schwarzmann V. riparia X V. rupestris

Kober 5SBB V. berlandieri X V. riparia

Fonte: Camargo, 1998; Pommer et al., 1997; Sousa e Martins, 2002.

As folhas coletadas das seis primeiras variedades foram identificadas,
armazenadas em sacos de sombrite e mantidas em gelo desde a coleta até¢ o
laboratdrio, onde foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas
em freezer -80°C até o momento de extracio de DNA. As estacas da variedade
Kober 5BB foram plantadas no Jardim Didatico da Universidade Estadual de
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Maringa e, apds a brotacdo as folhas jovens completamente expandidas, foram

coletadas para o processo de extragao de DNA.

3.2. Extracdo do DNA de folhas das variedades de porta-enxerto de uva

Para a extragdao do DNA gendmico das folhas dos porta-enxertos de uva, foi
utilizada a metodologia descrita por Thomas et al. (1993), com algumas
modificacdes (Zequim-Maia, 2003). Foi extraido o DNA de 15 amostras de cada
uma das sete variedades. Para facilitar o processo de extragdo, o protocolo foi
dividido em trés etapas:

Primeira etapa - 100 mg de folhas de cada amostra foi pulverizada com
nitrogénio liquido e o p6 obtido foi distribuido em 4 microtubos de 2 mL e
homogeneizado com 1250 pL de tampao de extracdo ‘A’ que estd descrito no
Quadro 2. AApos a homogeneizacao, foi realizada a centrifugacdo em 4 °C, durante
10 minutos, com 4000 X g. Apos a centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e
em cada tubo foi adicionado 700 uL do tampdo ‘B’ que também esta descrito no

Quadro 2.

Quadro 2 - Composicao dos Tampoes ‘A’ e ‘B’ utilizados para extragdo de DNA de
folhas de porta-enxertos de uva

Reagentes Tampao de Tampao de
extragdo ‘A’ extragdo ‘B’

PVP-40 2,5% 2,5%

NacCl 0,25M 0,5M

Tris HCI pH 7,0 - 0,2M

Tris HCI pH 8,0 0,25 M -

EDTA 50 Mm 50 mM

3-mercaptoetanol 0,1% 1%

Sarcosil - 3%,

Etanol . 20%

H,0 MiliQ d.s.p. J.s.p.

ApoOs a homogeneizagdo, os tubos foram incubados em banho-maria em
37°C, durante 30 minutos, sendo agitados a cada 5 minutos. Apos este periodo, os

tubos foram retirados do banho-maria e mantidos na bancada até atingirem a
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temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado 700 puL de cloroférmio:alcool
1soamilico (preparado na propor¢do de 24:1) e os tubos foram agitados durante 3
minutos. Na sequencia, foram centrifugados em temperatura ambiente, por 12
minutos, com 16.000 X g. Ap6s a centrifugagdo, o sobrenadante foi recuperado e a
este foi adicionado 0,54 X volume de isopropanol. Apos algumas inversoes, os tubos
foram novamente centrifugados como anteriormente, obtendo-se o pellet no fundo
do tubo. O sobrenadante foi descartado, o pellet foi seco em temperatura ambiente e
a este foi adicionado 200 puL de TE (Tris/HCI 10 mM e EDTA 1 mM pH 8§,0). O

DNA foi ressuspendido e armazenado em geladeira a 4°C.

Segunda etapa — Em cada tubo foi adicionado 2 uL de RNAse (20 ng/uL)
e estes foram mantidos por 30 minutos em temperatura ambiente. ApOs este
periodo, foi acrescentado 100 puL. de acetato de amonio a 7,5 M e, apds algumas
inversdes, os tubos foram centrifugados em temperatura ambiente por 12 minutos
com 16.000 x g. Os sobrenadantes obtidos foram transferidos para tubos novos e a
eles adicionados 0,54 X volume de isopropanol. Para precipitar o DNA, os tubos

foram armazenados overnight em um freezer com -20°C.

Terceira etapa — Apdés o periodo overnight, foi realizada uma
centrifugagdo em temperatura ambiente, por 12 minutos, com 16.000 X g, obtendo-
se o pellet. O sobrenadante foi descartado ¢ o pellet foi lavado com 300 pL de
etanol 70 % gelado. Apos a lavagem, realizou-se uma centrifugacao em 4 °C, por 12
minutos, com 16.000 X g. O sobrenadante foi vertido delicadamente e os tubos
colocados na estufa em 37 °C até que todo o etanol tenha sido evaporado. O pellet
foi ressuspendido em 50 uL de TE e os tubos foram vedados com parafilm e

armazenados em geladeira a 4°C.

3.3. Avaliacéo e quantificacdo dos DNAs extraidos

As etapas de avaliacdo, quantificacio do DNA, coloragdo do gel e
estocagem do DNA foram realizadas, de acordo com os procedimentos descritos

por Zequim-Maia (2003) para folhas jovens de Vitis vinifera L.
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Para quantificar o DNA extraido e avaliar a sua integridade, os DNAs das
amostras de folhas de porta-enxerto de uva e solugdes de DNA de fago A de
concentragdes conhecidas (50, 100, 150, 200 e 250 ng) foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 0,8% preparado com tampdo TAE com
concentracdo 1X pH 8,0 (0,04 M Tris-acetato ¢ 0,001 M EDTA) — (Hoisington et
al., 1994), sob voltagem de 80 V. Para a visualizagdo, o gel foi corado em banho de
Brometo de Etidio preparado com 0,5 pg/mL. Em seguida, o gel foi fotografado sob
luz UV, utilizando o programa KODAK 1D 3.5. As quantificagdes foram

confirmadas com uso do espectrofotometro.

3.4. Amplificacéo do DNA e Selecdo de primers

Para a escolha dos marcadores polimorficos para as sete variedades, foram
testados 38 microssatélites. Os 12 microssatélites polimorficos foram utilizados
para amplificar as 84 amostras das sete variedades. As reacdes de amplificacdo
foram realizadas com DNA extraido de folhas jovens dos diferentes porta-enxertos
de uva. Para tanto, foram selecionadas 13 plantas do 420-A, 10 plantas do
Schwarzmann, 12 plantas do IAC-766, 13 plantas do Traviu, 12 plantas do Kober
5BB, 14 plantas do IAC-572 e 10 plantas do IAC-313, totalizando as 84 amostras.

Quadro 3 - Concentracdes dos reagentes estoques e utilizados nas reagdes de
amplificacdo do DNA das diferentes variedades de pota-enxertos

Reagentes Concentracao Concentracao Final dos  uL/20uL de
Estoque dos Reagentes/reagao reagao
Reagentes
H,O0 11,1
Tampao 10X 1 X 2,0
MgCl, 25 mM 2,0 mM 2,0
DNTPs 2,5 mM/cada 0,1 mM/cada 0,8
Primer (F) 10 uM 0,3 uM 0,4
Primer (R) 10 uM 0,3 uM 0,4
Taq-DNA Platinum 5U/uL 1U 0,3
DNA 10 ng/ pL. 30ng 3,0
Total 20 uL
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A PCR (Polimerase Chain Reaction; reagdo em cadeia da polimerase) foi
preparada em microtubos de 0,2 ml, usando um termociclador Techne TC-512
descrito no Quadro 3. Para a reacao foi utilizado 30 ng de DNA, 2,0 pL de tampao
de reagdo 10X, 2,0 mM de MgCl2, 0,8 uM de cada ANTP, 1 U de Tag-DNA

Polimerase Platinum (Invitrogen), ¢ 0,4 uM de cada um dos primers F ¢ R
especificos para um volume final de 20 pl.

Para a amplificacdo dos microssatélites, inicialmente foi utilizado o
programa Touchdown PCR (Don et al., 1991), descrito no Quadro 4. Para os
primers que ndo amplificaram nesta temperatura foi utilizada temperatura de
anelamento especifica. Os produtos das amplificagdes foram separados em gel de
agarose MetaPhor (CAMBREX) 3% usando tampao TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5
mM 4cido borico e 1 mM EDTA) e o gel foi preparado com 50% de agarose
MetaPhor e 50% agarose comum. A eletroforese foi realizada com 60 Volts por 5
horas. Apos a eletroforese, os géis foram corados em solu¢do com brometo de
etidio, contendo 0,5 pg/ml, e a imagem foi capturada com Ultraviolet
Transilluminador High Performance - Edas 290, utilizando o programa Kodak 1D
3.5. Para definir o tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado o marcador de

peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen).

Quadro 4 - Seqliéncia das etapas do programa utilizado para amplificagio do DNA
das plantas das diferentes variedades de porta-enxertos

PASSO ETAPA TEMPERATURA TEMPO
1 Desnaturagao inicial 94°C 1 Min.
2 Desnaturagao 94°C 1 Min.
3 Anelamento 65°C (-1°C/Ciclo) 1 Min.
4 Extensao 72°C 2 Min.
5 Voltar ao passo2-9  —e—— e
6 Desnaturagao 94°C 1 Min.
7 Anelamento 55°C 1 Min.
8 Extensao 72°C 2 Min.
9 Voltar ao passo6-19  ——eee- e
10 Extensao Final 72°C 2 Min.
12 Imersao 10°C Tempo
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3.5. Analise dos dados

Os loci SSR polimérficos foram analisados para estimar o nimero médio de
alelos por locus, a heterozigosidade média observada (H,) e a heterozigosidade
média esperada (H.). O afastamento do equilibrio de Hardy-Weinberg foi
examinado para cada locus, para cada variedade. O déficit de heterozigotos (Fy;) € a
diversidade genética entre as sete cultivares de porta-enxertos foram estimados,
empregando-se o programa POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1999).

Usando o método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method Using an Arithmetic Average) foi gerada uma matriz de similaridade e os
agrupamentos foram organizados em um dendrograma. Para essa andlise, foi
utilizado o programa POPGENE 1.32 (Yeh, et al., 1999) e o complemento

aritmético da distancia genética de Nei (Nei, 1972).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram testados 38 pares de primers de microssatélites e para os testes foram
utilizadas duas amostras do DNA da populagdo a ser avaliada. Todos os primers
testados produziram bandas de DNA amplificadas, mas somente 12 pares de
primers foram utilizados para a avaliacdo do genoma das sete variedades de porta-
enxerto, tanto para estudar a variabilidade genética como para diferencia-los. Estes
foram escolhidos, pois apresentaram bandas bem definidas e foram polimoérficos
(Figura 1). Os primers, suas seqiiéncias, o numero de alelos e amplificagdo de
quimeras para cada primer para os diferentes porta-enxertos estdo apresentados no

Quadro 5.

f 89 10 11 12 13 14 15 16

Figura 1 - Gel de agarose concentrado a 3% (50% agarose comum e 50% agarose
MetaPhor) para separar o produto da amplificagdo dos DNAs de diferentes
plantas de porta-enxerto de uva com o primer Udv32. (M) indica o ladder 100pb
(Invitrogen).

O numero méximo de alelos encontrado nas sete variedades de porta-
enxerto (420-A, Schwarzmann, [AC-766, Travii, Kober 5BB, IAC-572 e IAC-
313) foi cinco e este nimero foi obtido na analise do locus VvmdO7. Para os
demais loci estudados foram observados 4 alelos para sete loci (Udv108,
Vvmd06, Udv011, Udv001, Udv32, Udv127 e Udv34) e 3 alelos para os quatro
loci restantes (Vvmd28, Sculdvv, Vvmd08 ¢ Vmc4d4) (Quadro 5), totalizando 45

alelos nos 12 loci SSR.
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Quadro 5 - Sequéncias dos primers de microssatélites, numero de alelos
detectados por cada primer utilizado na estimativa da diversidade genética e o
alelo extra presente nas diferentes variedades de porta-enxerto de uva

0 . y e
Locus Sequéncias 5° - 3* dos primers N'de Alelo qumemo
Alelos nas Variedades
Udv34 AAGAGACCAAGGATAGATCAAACA® 4
AAATGCAACGGGAGATGGTA®
Vmeada GTCTTGTAATGGAACCAACTGC® 3
AGATTGACCTGGACCTGAAACT®
Udvi27 CGTCAATCGCTTGTAATCTGC® 4
TGAGCATTTTGCTCCTTCATT®
Udv32 CATGCGTATGTGTTAGAGAGCA® 4
CATGGCATGTGCTTTGTTAT®
\wmdos TAACAAACAAGAAGAGGAAT® 3
AGCACATCCACAACATAATG®
UdvOol TCATTTTCTTGATCGAAGTCCA® 4 D/Schwarzmann,
TGAGCATCAAAACAGGAAGC® Travia, IAC-766
TTTATGGCAACCCTCCAATC® .
UdVOll 1 GATGGTCCACTGGAACTG® 4 D/Travit
\wmd06 ATCTCTAACCCTAAAACCAT® 4
CTGTGCTAAGACGAAGAAGA®
Sculawy CTGCACTTGAATACGAGCAGGTC® 3
TGTTATATGATCCTCCCCCTCCTC®
Udvi08 TGTAGGGTTCCAAAGTTCAGG® 4 g/ISAi'SZrZZ;n?;ﬁO'
CCTTTTTATATGTGGTGGAGCA® » SCIW ’
Traviu, IAC-766
Vwmd28 AACAATTCATGAAAAGAGAGAGAGAGA®
TCATCAATTTCGTATCTCTATTTGCTG®
D/IAC-313, Traviu,
AGAGTTGCGGAGAACAGGAT® [AC-572, IAC-766:;
Vwmd07 CGAACCTTCACACGCTTGAT® 5 E/ Schwarzmann,

420-A, Kober 5BB,
IAC-766. Traviu,

As evidéncias sdo para um numero médio de alelos igual a 3,75 alelos por

locus. Desta forma, o nimero de alelos encontrados nas sete variedades de porta-

enxertos analisadas ¢ menor que o nimero de alelos descritos em outras cultivares

comerciais de uvas usadas para o consumo in natura ou, principalmente, para a

producdo de vinhos.
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Em 77 variedades de uvas da Europa foram identificados de 5 a 11 alelos
por locus SSR (Bowers et al., 1996). Em 49 e 46 cultivares portugueses, Lopes et al.
(1999; 2006) identificaram de 5 a 9 ¢ de 5 a 12 alelos respectivamente em 11 loci
SSR. Em 9 loci SSR avaliados em 164 cultivares de sete paises da Europa Central,
foram detectados de 4 a 13 alelos por locus SSR (Sefc et al., 2000) e em 11 loci SSR
de cultivares de uvas de mesa de diferentes paises foram descritos de 4 a 11 alelos.
Em 6 loci SSR foram identificados de 9 a 13 alelos e de 4 a 16 alelos por locus em
176 cultivares da Espanha (Ibafiez et al., 2003 e Martin et al., 2003). Em variedades
do Ird foram observados de 4 a 16 alelos por locus SSR (Fatahi et al., 2003).
Pollefeys e Bousquet (2003) descreveram um alto nimero de alelos por locus SSR
em 16 cultivares de hibridos de uva norte-americanos e franceses. Estes autores
observaram de 7 a 11 alelos por locus. Grassi et al. (2003), estudando diferentes
variedades silvestres, domesticadas, e cultivares da Italia, encontraram de 4 a 16
alelos por locus e, em 46 cultivares de uvas da Europa, This et al. (2004) detectaram
de 13 a 23 alelos por locus. Snoussi et al. (2004), estudando 109 cultivares de mesa
e variedades silvestres de uma cole¢cdo na Tunisia, observaram de 5 a 9 alelos por
locus. Em 4 cultivares e em um hibrido de uvas da Franga, Merdinoglu et al. (2005)
observaram de 1 a 8 alelos por locus. Em 25 variedades crioulas do Peru e da
Argentina ¢ em 46 cultivares de Portugal, Martinez et al. (2006) e Lopes et al.
(2006) observaram de 6 a 13 alelos por locus e de 5 a 12 alelos por locus
respectivamente. Quando 38 cultivares de diferentes espécies do género Vitis foram
estudadas, foram observados de 5 a 12 alelos por locus (Fernandez et al., 2008).

As referéncias registradas no paragrafo acima mostram que as variedades
comerciais de uva sdo extensivamente estudadas e analisadas com marcadores
moleculares. Entretanto, a caracterizagdo molecular para porta-enxertos ¢ bastante
limitada e poucos trabalhos tém sido registrados na literatura especializada (Bauer e
Zyprian, 1997; This et al., 1997; Lin e Walker, 1998; Sefc et al., 1998; Wolf et al.,
1999; Fatahi et al., 2003; de Andrés et al., 2007 e Upadhay et al., 2007). Segundo de
Andrés et al. (2007), existe pouca informagdo para a diversidade genética de porta-
enxerto. Para as variedades de porta-enxertos a analise de loci SSR tem sido pouco

investigada, mas os resultados obtidos apontam que os marcadores de loci SSR sdo
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altamente polimorficos. Lin e Walker (1998) detectaram um alto numero de alelos
quando 58 porta-enxertos de Cabernet Sauvignon foram avaliados com 7 loci SSR.
Estes autores selecionaram os primers plimoérficos e registraram 17,6 alelos por
locus, variando o nimero de alelos de 6 para 23. Um niimero menor de alelos foi
obtido quando 21 porta-enxertos mantidos na colegdo de campo do National
Research Center for Grapes em Pune na India, foram avaliados por Upadhay et al.
(2007). Para esta avaliacdo, foram utilizados sete loci SSR e como resultado foram
obtidos 56 alelos. O nimero médio de alelos observados por loci foi 8. Estes autores
observaram que, para os loci estudados, o nimero de alelos variou de 5 a 12. Fatahi
et al. (2003), utilizando 9 microssatélites, caracterizaram geneticamente 62 acessos
de Vitis spp. Dentre estes, 4 foram porta-enxertos. O nimero de alelos observado
por estes autores variou de 4 a 16, dependendo do locus avaliado. De Andrés et al.
(2007) estudaram 83 acessos, incluindo espécies de Vitis originalmente utilizadas
em programas de melhoramento de porta-enxerto, sendo estas amostras obtidas de
diferentes bancos de germoplasmas. Para a analise genotipica destas amostras,
foram investigados 9 loci SSR e estes apresentaram um alto numero de alelos: de 9 a
23 alelos. A média obtida de um total de 154 alelos foi 17,1 alelos por locus.

Apesar do menor nimero de estudos que investigaram os loci SSR em
porta-enxertos, uma analise preliminar indica que o numero de alelos por locus SSR
em porta-enxertos parece ser superior ao numero de alelos por loci descritos nas
cultivares comercias de uvas. E também muito maior que o numero de alelos
encontrados nos porta-enxertos 420-A, Schwarzmann, [AC-766, Travii, Kober
5BB, IAC-572 ¢ IAC-313. E possivel que estes nimeros maiores de alelos por loci
descritos na literatura especializada seja decorrente do maior nimero de variedades
de porta-enxertos e/ou acessos provenientes de diferentes bancos de germoplasmas,
que foram analisados pelos diferentes investigadores (Lin e Walker, 1998; Fatahi et
al., 2003; de Andrées et al., 2007 e Upadhay et al., 2007). Além disso, em muitos
trabalhos, apds a amplificagdo, os produtos dos loci SSRs sdo separados em sistemas
de gel para seqlienciamento. Segundo Lin e Walker (1998), esta técnica ¢
extremamente poderosa e pode evidenciar diferengas para um so par de bases. Desta

forma, sutis diferengas entre genotipos muito similares podem ser evidenciadas e
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determinar um nimero grande de alelos por locus. O maior ou menor nimero de
alelos por loci SSR em uvas também pode ser dependente da variedade ou cultivar
considerada. Poucos alelos por loci, por exemplo, t€ém sido descritos em clones de

determinadas cultivares.

Crespan (2004) registrou de 2 a 3 alelos por locus SSR, analisando 16 loci,
em clones de 4 variedades locais da Franca e da It4lia e ressaltaram o surgimento de
novos alelos nos clones num periodo de 3 anos (1998 — 2001). Evidéncias similares
de 2 a 3 alelos por locus ¢ do surgimento de novos alelos foram descritas por
Moncada et al. (2006), analisando 84 loci SSR em 59 clones da variedade Cabernet
Sauvignon de origens diferentes (Chile, Franga, Italia, Australia, Espanha, Hungria
e Estados Unidos), e por Moncada e Hinrichsen (2007) em 25 clones da cultivar
Carmenére do Chile, Franca e Italia analisando 20 loci SSR. Os autores citados
sugerem em seus trabalhos que o surgimento de novos alelos nos clones sdo
decorrentes de varia¢do no ntimero de unidades de repetigdes nos loci SSR e que o

surgimento de novos alelos ocorreu a partir dos alelos originais.

A analise da freqliéncia dos alelos em cada um dos loci SSR nos porta-
enxertos 420-A, Schwarzmann, IAC-766, Travii, Kober 5SBB, IAC-572 ¢ IAC-313,
mostrou que a freqiiéncia destes ¢ diferente nos diferentes porta-enxertos (Quadro
6). O alelo D do locus Udv127, por exemplo, foi encontrado somente no porta-
enxerto 420-A; o alelo B do locus Udv011 e o alelo C do locus Vvmd06 foram
detectados somente em amostras do porta-enxerto Travit. Desta forma, ¢ possivel
indicar os referidos alelos como marcadores moleculares dos gendtipos 420-A e
Travit e recomendar os primers dos microssatélites Udv127, Udv01ll, ¢ Vvmd06

para discriminar amostras destas duas cultivares de porta-enxertos.

A andlise da propor¢do de heterozigotos nos porta-enxertos 420-A,
Schwarzmann, IAC-766, Travit, Kober 5SBB, IAC-572 ¢ IAC-313 mostrou que o
maior valor de heterozigosidade meédia observada foi detectado na variedade
Schwarzmann (H, = 0,8583), seguidos pelos valores estimados nas variedades IAC-
572 (H, = 0,7917), IAC-766 (H, = 0,7153), 420-A (H, = 0,7051), IAC-313 (H, =
0,7000), Travia (H, = 0,6987), e Kober 5BB (H, = 0,5000) (Quadro 7).

36



Quadro 6 - Freqiiéncia dos alelos encontrados para os diferentes loci SSR analisados para
as 7 variedades de porta-enxerto

Loci 420-A Schwarzmann Travia TAC-766 TAC-572 Kober 5BB  IAC-313

Udv034

Alelo A 0,1538 0,3000 0,1154 0,2917 0,4643 0,0417 0,5500
Alelo B 0,4615 0,2000 0,3462 0,3750 0,0714 0,3750 lalololo
Alelo C 0,0385 0,3500 0,4615 0,1667 0,4643 0,5417 0,4500
Alelo D 0,3462 0,1500 0,0769 0,1667 lolalolo 0,0417 Hkk kK
Vmc4d4

Alelo A 0,1923 0,4000 0,5385 0,2917 0,4643 0,9583 0,1500
Alelo B 0,8077 0,6000 0,4615 0,7083 0,2143 Hdk K 0,7000
Alelo C Hk A Hdk A kol Hdk A 0,3214 0,0417 0,1500
Udv127

Alelo A 0,4231 0,5000 0,3846 0,4167 0,5714 0,4167 0,3000
Alelo B 0,1923 0,3000 0,2308 0,4167 0,3571 0,5833 0,7000
Alelo C 0,1538 0,2000 0,3846 0,1667 0,0714 ool ool
AlelOD 0’2308 skskoksksk skskoskskosk skskoksksk skskoksksk sksksksksk sksksksksk
Udv32

Alelo A 0,2692 0,2000 0,5769 0,0833 0,5357 0,2500 0,4500
Alelo B 0,4231 0,4500 0,0385 0,5000 0,0714 0,5417 0,0500
Alelo C loololo 0,0500 0,2692 0,1667 0,3214 0,2083 0,5000
Alelo D 0,3077 0,3000 0,1154 0,2500 0,0714 lalololo lalololo
Vvmd8

Alelo A 0,1154 lolololo ool 0,0833 0,4286 Hkk kK 0,5000
Alelo B 0,8462 0,9000 1,0000 0,7917 0,3214 1,0000 Hk kK
Alelo C 0,0385 0,1000 kol 0,1250 0,2500 HA kR 0,5000
Udv001

Alelo A 0,3846 0,5000 0,1154 0,4167 Hdk A Hk R HAk R
Alelo B 0,2308 Hdk A ook 0,1667 0,5357 0,2083 0,6000
Alelo C 0,2692 0,4500 0,8846 0,3750 0,4643 0,7917 0,4000
Alelo D 0,1154 0,0500 lalolol 0,0417 oo koo ool
Udv011

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5417 0,5000 0,5000 0,5500
AlelOB skskekskosk skeskeskskosk 0’3846 skskesksksk skeskeskskosk sesksksksk sesksksksk
Alelo C 0,3846 0,5000 0,1154 0,4583 0,4286 alololo 0,4500
Alelo D 0,1154 lolololo ool lolalolo 0,0714 0,5000 Hkk kK
Vvmd6

Alelo A 0,5000 0,5500 0,3077 0,1667 0,2857 1,0000 0,8500
Alelo B 0,3077 0,1000 0,3846 0,6667 0,3571 Hk kK 0,1000
Aleloc skskokosksk skskoksksk 092692 skskoksksk skskoksksk skskskskk sksksksksk
Alelo D 0,1923 0,3500 0,0385 0,1667 0,3571 HAk K 0,0500
Sculdwv

Alelo A 0,4615 0,5500 0,8846 0,7917 0,4643 0,2500 0,5000
Alelo B 0,1154 oo lalolol oo 0,0357 0,3333 0,3000
Alelo C 0,4231 0,4500 0,1154 0,2083 0,5000 0,4167 0,2000
Udv108

Alelo A 0,3846 0,5000 0,1154 0,5000 0,4286 ool 0,5000
Alelo B lolalolo kK lolololo 0,0833 0,4286 lalololo 0,3000
Alelo C 0,6154 0,5000 0,5769 0,4167 0,1429 0,8333 0,2000
Vvmd28

Alelo A 0,3846 0,5000 0,5000 0,4167 0,0714 0,5000 Hk kK
Alelo B 0,2308 lolalolo ool 0,0833 0,4286 Hkk kK 0,5000
Alelo C 0,3846 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Vvmd7

Alelo A 0,5000 0,5000 0,1154 0,5000 0,4643 0,5000 0,5000
Alelo B Hdk A Hdk A 0,3846 0,0833 0,4286 Hk Rk 0,5000
Alelo C 0,5000 0,5000 0,5000 0,4167 0,1071 0,5000 ool
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Quadro 7 - Parametros de diversidade genética avaliados para as 7 variedades de
porta-enxertos de uva obtidos com cada um dos 12 primers de microssatélites

Loci na ne H, H. Fiis) Fsy

Udv034 4,0000 3,5763 0,8810 0,7204 -0,4179 0,1353
Vmc4d4 3,0000 2,3093 0,5000 0,5670 -0,2038 0,2686
Udvi27 4,0000 2,7763 0,5238 0,6398 0,0883 0,0910

Udv32 4,0000 3,6721 0,7262 0,7277 -0,1917 0,1578
Vvmds 3,0000 1,8590 0,3929 0,4621 -0,4261 0,4087
Udvoo1 4,0000 2,6571 0,6310 0,6237 -0,3212 0,2190
Udvol11 4,0000 2,6109 0,9762 0,6170 -0,8274 0,1302

Vvmd6 4,0000 2,7238 0,4167 0.6239 0,1358 0,2444

Sculdvv 3,0000 2,2954 0,6667 0,5643 -0,3491 0,1366
Udv108 4,0000 2,8128 0,8214 0.6445 -0,6074 0,1954
Vvmd28 3,0000 2,6353 0,9643 0,6205 -0,7901 0,1284

Vvmd7 3,0000 2,7654 1,0000 0,6384 -0,8679 0,1591

Média 3,5833 2,7245 0,7083 0,6215 -0,4008 0,1834

Numero de alelos observados (na), Numero efetivo de alelos (ne), Heterozigosidade
média observada (H,) e esperada (H.), Coeficientes de fixacdo F (Fs), Fs); Wright,
1978).

A heterozigosidade média observada variou de 0,50 (porta-enxerto da
variedade Kober 5BB) a 0,8583 e foi maior na variedade Schwarzmann (H, =
0,8583). A heterozigosidade média esperada variou de 0,3741 (variedade Kober
5BB) a 0,5840 e foi maior na variedade IAC-572 (H. = 0,5840). O valor de H,
estimado para as 7 variedades de porta-enxerto foi de 0,7083. Os valores altos de
heterozigosidade média podem ser resultado dos cruzamentos entre variedades
diferentes que deram origem aos porta-enxertos Schwarzmann, IAC-572, IAC-766,
420-A, TAC-313, Travii e Kober 5BB, mas parecem ndo estar diretamente

associados a complexidade dos cruzamentos no que se refere ao nimero de espécies
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paternais originais. Isso porque os porta-enxertos Schwarzmann e IAC-572 que
apresentaram valores maiores de H, foram originados do cruzamento de apenas
duas espécies: V. riparia x V. rupestris e V. tiliifolia x 101-14Mgt, (Quadro 1),
contrastando com o valor intermediario apresentado pelo porta-enxerto IAC-766,
cuja origem tem genoétipos de quatro espécies envolvidas no cruzamento: V. riparia,
V. rupestris, V. cordifolia, e V. caribaeae (Quadro 1).

Estas observagdes contrastantes sobre a origem parental das variedades e o
nivel de heterozigosidade apresentada por elas mostram a importancia e a
necessidade da andlise dos marcadores moleculares para estimar a heterogeneidade
das variedades formadas. A analise dos loci SSR nos porta-enxertos Schwarzmann,
IAC-572, IAC-766, 420-A, TAC-313, Travia e Kober 5BB foi importante para
indicar os genotipos com maiores propor¢des de heterozigotos, independentemente
do niimero de gendtipos parentais envolvidos na formag¢do de cada variedade.

Os eventos casuais de recombinagdes genéticas na geracdo das variedades
e/ou eventos de mutagdes e/ou de recombinagdes somaticas em cada variedade
devem ser os agentes responsaveis pelos niveis, maior ¢ menor, de variabilidade
genética estimada nestas sete variedades de porta-enxertos.

Apesar da caracterizagdo molecular para porta-enxertos ser bastante
limitada e poucos trabalhos terem sido registrados na literatura especializada, alguns
trabalhos tém apresentado informacdes obtidas com o emprego de marcadores
moleculares, mas, segundo de Andrés et al. (2007), existe pouca informagdo
registrando sobre a diversidade genética de porta-enxerto. Sefc et al. (1998)
analisaram 10 loci SSR, com o objetivo de comparar a presenca de alelos comuns
entre cultivares de V. vinifera e cultivares de porta-enxerto. Estes autores
descreveram um déficit de heterozigotos para as 19 cultivares de porta-enxertos
avaliadas. Neste trabalho, foi realizada a analise comparativa € somente um
individuo de cada cultivar foi avaliado, impossibilitando assim o calculo da
heterozigosidade média. Upadhyay et al. (2007) estimaram a heterozigosidade
média em 21 porta-enxertos mantidos na cole¢do de campo do National Research
Centre for Grapes, Pune, India. Para esta estimativa, estes autores utilizaram 7 loci

SSR e verificaram que a heterozigosidade variou de 0,043 a 0,475. Os valores de

39



heterozigosidade para os loci variaram de 0,617 no locus Vvmd24 a 0,856 no locus
Vvmd31. Estes autores observaram um baixo nivel de similaridade quando loci SSR
foram analisados ¢ a variagdo observada ficou entre 0,13 a 0,36. Os autores
justificam esta baixa similaridade em funcdo da origem divergente dos porta-
enxertos avaliados e consideram que o uso de porta-enxertos uniformes resulta em
uniformidade do crescimento das vinhas e facilita os processos operacionais da
cultura.

A analise de 23 porta-enxertos naturalizados em regides da Sui¢a e Franga,
utilizando primers para 10 loci SSR, mostrou que a diversidade genética nestes foi
maior que a encontrada em V. vinifera ssp. silvestris, H, = 0,72 (Arrigo ¢ Arnold,
2007). O ntimero de alelos por locus foi de 12,2. Estes autores justificam a alta
diversidade encontrada em razdo da origem dos porta-enxertos. Segundo eles, os
porta-enxertos nativos foram obtidos pela selegdo e cruzamentos de espécies de
Vitis da América, Asia e Europa, misturando, portanto, um grande conjunto de
genes.

Cultivares de wuvas iranianas, dentre elas V. vinifera, hibridos
interespecificos e porta-enxertos, foram caracterizadas por Fatahi et al. (2003). Para
este estudo, estes autores utilizaram 9 loci SSR. Para estas cultivares foram
observados de 4 a 16 alelos dependendo do locus avaliado ¢ a média de alelos po
locus foi de 11,4. O valor da heterozigosidade obtida variou de 0,47 a 0,86
dependendo do locus avaliado e a heterozigosidade média encontrada foi de 0,76.

A despeito de um maior ou um menor valor de heterozigosidade descrito na
literatura para porta-enxerto em relacdo ao valor observado neste trabalho (H,
estimado para as 7 variedades de porta-enxerto foi de 0,7083), os altos valores de
heterozigosidade média podem ser resultado dos cruzamentos entre um grande
numero de variedades diferentes utilizadas para dar origem aos porta-enxertos.

Os parametros de diversidade genética apresentados no Quadro 7 apontam
para um excesso global de heterozigotos nas sete variedades de porta-enxertos
(valores negativos de Fg para 11 dos 12 loci SSR analisados) resultante da origem
da variedade, das alteragdes nas freqiiéncias dos alelos nos loci SSR e de mutacdes

que determinam a geragdo de novos alelos. O valor global de Fs ¢ -0,4008.
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A andlise da divergéncia genética (Fg;) entre os porta-enxertos
Schwarzmann, IAC-572, IAC-766, 420-A, IAC-313, Traviu e Kober 5BB resultou
em um valor global igual a 0,1838, indicando um nivel alto de divergéncia genética
entre as mesmas (Fg; = 0,15 — 0,25; Wright, 1978). No Quadro 8, ¢ possivel
observar que os loci Udv32, Udv01, Vvmd6, Udv108 e Vvmd7 apresentaram valores
de Fg; no intervalo 0,15 — 0,25 ou maior que estes valores e que, de acordo com
Wright (1978), corresponde a uma diferenciacdo genética alta entre as populagdes.
Em contraste, os loci Umc4d4 e Vvmd8 apresentaram valores de Fg; maior que 0,25,
indicando uma diferenciacao genética muito alta (Fs; > 0,25) entre as variedades. A
alta diferenciagdo genética observada entre os 7 porta-enxertos reforcam a proposta
de que os eventos casuais de recombinacdes genéticas na geracdo das variedades
e/ou eventos de recombina¢des somaticas em cada variedade devem ser os agentes
responsaveis pelos niveis, maior e menor, de variabilidade genética estimada nestas
sete variedades de porta-enxertos. Apesar do genotipo V. riparia compor seis dos
cruzamentos parentais que originaram os sete porta-enxertos (Quadro 1), a
diferenciagdo genética entre as variedades pode ser considerada alta nos loci SSR
analisados.

Quando as variedades Schwarzmann, IAC-572, IAC-766, 420-A, Travia e
Kober 5BB de porta-enxerto foram avaliadas, utilizando o marcador RAPD (Random
Amplified Polymorphism of DNA), a freqiiéncia diferencial para os fragmentos
observados determinou uma divergéncia genética entre as seis variedades de 0,7094,
indicando um alto nivel de divergéncia interpopulacional ou alto nivel de
diferenciacao genética entre as populagdes (Capel, 2007). Com o emprego de RAPD,
foi possivel observar a diferenca de polimorfismo entre as variedades, sendo o menor
polimorfismo encontrado para a variedade IAC-572 (21,91%). Com o uso de RAPD,
a variedade que apresentou o maior polimorfismo foi a 420-A, com 49,24% de
fragmentos polimorficos, e a heterozigosidade desta variedade avaliada no presente
trabalho com microssatélite foi de 70,51%.

A diversidade genética calculada pelos coeficientes de Identidade ou de
Distancia Genética de Nei (1978) mostrou maior identidade genética entre as

variedades 420-A e Schwarzmann, com 95,88% de similaridade, ¢ a menor

41



similaridade genética foi encontrada entre as variedades Kober 5SBB e IAC-313, com
56,27 de similaridade genética. Esses resultados estdo apresentados na matriz de
similaridade (Quadro 8). As diferengas genéticas entre os porta-enxertos poderia ser
justificada pela composi¢ao genética inicial de cada um deles (os cruzamentos dos

quais eles foram originados).

Quadro 8 - Matriz de similaridade construida a partir dos coeficientes de identidade
ou distancia genética de Nei (1978), obtidos com dados da avaliacdo de
microssatélites para as 7 variedades de porta-enxertos de uva

IAC- TAC- Kober IAC-
766 572 5BB 313

Variedades 420-A Schwarzmann Traviu

420-A ok 0.9588 0,7840 0,9460 0,7022 0,7490 0,6436
Schwarzmann 00,0421 ek 0,8294 0,9484 0,7414 0,8021 0,6504
Travit 0,2433 0,1870 akx 10,8275 0,6940 0,7807 0,5722
IAC-766 0,0556 0,0530 0,1894 **** (,7570 0,6918 0,6686
TIAC-572 0,3535 0,2993 0,3653 10,2784 ****  (0,6395 0,8916
Kober 5SBB 0,2891 0,2205 0,2475 0,3685 0,4471 ****  (,5627
IAC-313 0,4406 0,4302 0,5582 0,4026 0,1147 0,5750  ****

Identidade Genética de Nei (acima da diagonal) e Distancia Genética (abaixo da
diagonal).

Entretanto, as variedades 420-A e Kober 5BB, que possuem a mesma
origem, ou seja, sdo resultantes do cruzamento entre V. berlandieri x V. riparia e que
sao freqiientemente confundidas por serem morfologicamente ndo distinguiveis, com
o emprego de microssatélites, podem ser distinguidas como dois grupos distintos de
porta-enxerto, com uma similaridade de 74,90% (Quadro 8). A partir dos dados
obtidos utilizando os 12 loci de microssatélites, foi construido um dendrograma
(Figura 2), onde ¢ possivel a identificagdo de um grupo formado pelas variedades
420-A, Schwarzmann e IAC-766. Um segundo grupo foi formado entre IAC-512 ¢
IAC-313. Os porta-enxertos Travia e Kober 5SBB nao formaram grupos, refletindo
assim a maior divergéncia encontrada entre eles. As variedades 420-A,

Schwarzmann e IAC- 766 formaram um grupo no dendrograma, da mesma maneira
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que TAC-313 e IAC-512 formaram o segundo grupo, apesar da composi¢ao genética

dos parentais dentro de cada um destes grupos serem diferentes.

Figura 2 - Similaridade entre as sete variedades de porta-enxertos de uva e as
distancias genéticas entre elas. A estimativa foi realizada por meio do método
UPGMA, empregando o programa POPGENE 1.32.

O fato de variedades originadas a partir do mesmo cruzamento parental, os
porta-enxertos Kober 5BB e 420-A, por exemplo, que foram originados do
cruzamento entre Vitis berlandieri x V. riparia, apresentaram diferencas genéticas
em nivel molecular. Soma-se a este fato, de que os eventos casuais de recombinagdes
genéticas na geracdo das variedades e/ou os eventos de mutagdes e/ou de
recombinagdes somaticas, que podem ocorrer independentemente em cada
variedade, devem ser os agentes responsaveis pela geragdo da diversidade genética

encontrada dentro de cada cultivar.

Mutagdes somadticas e eventos de recombinagdo somadtica t€m sido descritos
com relativa freqiiéncia em uvas (Oliveira-Collet et al., 2005; Orasmo et al., 2007) e
tém sido inclusive determinantes da geracdo de novas cultivares. Os porta-enxertos
Kober 5BB e 420-A nao apresentam diferencas morfologicas registradas na literatura
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especializada que os possam caracterizar como variedades diferentes. O contrario,
sao freqliientemente confundidas e, neste sentido, a evidéncia de marcadores
microssatélites especificos de uma ou outra variedade ¢ um aspecto muito importante
do presente estudo. Além do alelo D no locus Udvl27 que foi exclusivamente
detectado na variedade 420-A, a freqiiéncia dos alelos nos loci Vmc4d4, Vvmd8,
Vvmd6 e Udv108 (Quadro 6) podem ser usadas como referencial para discriminar os
porta-enxertos Kober 5BB e 420-A. Desta forma, mais de 40% dos loci SSR
(41,66%) analisados no presente estudo sdo adequados para discriminar os porta-

enxertos Kober 5BB e 420-A.

Apesar da similaridade morfoldgica entre as duas variedades que
apresentaram a mesma origem genética, as performances destas também sao
diferentes. Quando comparados a performance, a variedade 420—A apresenta pouco
vigor, difusdo restrita e dificuldade de enraizamento (Camargo, 1998). Quando o
produtor, em vez de utilizar a variedade Kober 5BB, utiliza a 420-A, os resultados
obtidos quanto a produtividade sdo muito inferiores ao esperado. Neste sentido, a
analise dos loci Udv127, Vmc4d4, Vvmd8, Vvmd6 e Udvl08 podem ser um

procedimento adequado para certificar uma e outra variedade.

A sugestdo ou proposta do surgimento de novos alelos por mutagdes
somaticas e/ou por recombinagdes mitdticas nos porta-enxertos Schwarzmann, IAC-
572, TAC-766, 420-A, 1AC-313, Travia e Kober 5BB pode ser constatada em pelo
menos quatro dos loci SSR analisados no presente estudo. Para os loci Udv001,
Udv011, Udv108 ¢ Vvmd07, dependendo da variedade, foram observados fendtipos
com um alelo extra, formando um fenotipo de 3 bandas de DNA no gel de agarose
(Quadro 9). No locus Udv001, o alelo D foi o alelo segregante nas plantas das
variedades 420-A, Schwarzmann e IAC-766, com uma freqiiéncia de 0,0500, 0,0417
e 0,1154, respectivamente. Mas, nas plantas das variedades dos porta-enxertos
Schwarzmann, Traviu e IAC-766, este alelo D foi observado como um alelo extra,
determinando um fendétipo de 3 bandas no gel em 70%, 15,38% e 16,66% das plantas

avaliadas (Figuras 3 ¢ 4).
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Quadro 09 - Freqiiéncias dos alelos segregantes nas diferentes variedades e a propor¢ao de plantas onde cada alelo foi encontrado
como um alelo extra, formando um padrao de 3 bandas no gel de agarose que caracteriza um tecido quimérico

Primers 420-A Schwarzmann Traviu IAC-766  IAC-572 Kober 5BB [AC-313 Total'
Udv001
Alelo D Segragacao 0,1154 0,5000 --- 0,0417 --- --- --- ---
Extra 70% 15,38% 16,66% --- --- 13,09%
Udv011
Alelo D Segregacdo 0,1154 - - - 0,0714 0,5000 - -
Extra --- 76,9% --- --- --- 11,90%
Udv108
Alelo C Segregacao 0,6154 0,5000 0,5769 0,4167 0,1429 0,8333 0,2000 ---
Extra --- --- 50% --- --- 8,30%
Alelo D Segregacao - - 0,3017 --- - 0,1667 - -
Extra 23,07% 70% 15,38% 25% --- --- 19,04%
Alelo C+D 27,34%
VvmdO7
Alelo D Segregacao --- --- --—- --- --- --- - -—-
Extra --- 61,53% 16,66% 85,71% 100% 38,09%
Alelo E Segragacao - - - - - - - -
Extra 100% 90% 15,38% 83,33% 14,28% 91,66% --- 55,95%
Alelo D+E 94,04%

"Numero de plantas com alelo extra entre as 84 plantas de porta-enxerto analisadas



No locus Udv011, o alelo D é um dos alelos que segrega nas plantas dos
porta-enxertos 420-A, IAC-572 e Kober 5BB, com freqiiéncias de 0,1154, 0,0714 e
0,5000, respectivamente. Mas, nas plantas do porta-enxerto Traviu, este alelo foi
observado como um alelo extra, determinando um fenotipo de 3 bandas no gel em

76,92% das plantas estudadas para este porta-enxerto.

No locus Udv108, o alelo C que segrega com freqiiéncias de 0,6154,
0,5000, 0,5769, 0,4167, 0,1429, 0,8333 e 0,2000, nas variedades de porta-enxertos
420-A, Schwarzmann, Travia, [IAC-766, 1AC-572, Kober 5BB ¢ IAC-313,
respectivamente, foi observado como um alelo extra, compondo o fenotipo de 3
bandas em 50% das plantas do porta-enxerto IAC-572. Este mesmo alelo foi
detectado em homozigose em 14,29% das plantas deste mesmo porta-enxerto. Para
este mesmo locus (Udv108), o alelo D foi observado em fenotipos de 2 alelos para a
variedade Travii com uma freqiiéncia de 0,3017 e para a variedade Kober SBB com
freqiiéncia de 0,1667. Este alelo também foi observado em fendtipos de 3 bandas,
portanto, como alelo extra para as variedades 420-A, Schwarzmann, Travia e IAC-

766, com freqiiéncias de 23,07%, 70%, 15,38% e 25% respectivamente.

Figura 3 - Gel de agarose mostrando a presenca dos alelos extras (C e D) para o locus
Udv108, encontrados juntamente com os alelos A e B, formando um fenétipo de 3 bandas
(quimérico). O alelo extra C foi observado em plantas da variedade IAC-572 - Jales e o
alelo D foi observado nas variedades 420-A, Schwarzmann Travii e IAC-766.
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Figura 4 - Gel de agarose mostrando a presenga dos alelos extras (D e E) para o locus
Vvmd7, encontrados juntamente com os alelos A, B e C formando um fenétipo de 3 bandas
(quimérico). O alelo extra D foi observado em plantas das variedades IAC-766, IAC-313,
IAC-572, Travia e o alelo E foi observado nas variedades 420-A, Schwarzmann, Traviu,
IAC-572, IAC-766 ¢ Kobber 5BB.

Das 84 plantas avaliadas com o locus Vvmd7 para as 7 variedades de porta-
enxertos, somente 5 plantas ndo apresentaram o fendtipo de alelo extra. Portanto,
94,04% das plantas avaliadas com este locus apresentaram o fenotipo de quimeras.
Os alelos D e E do locus Vvmd07 foram observados somente na condicdo de alelos
extras, formando o fendtipo de 3 bandas; o alelo D foi observado em 100% das
plantas da variedade [AC-313 e o alelo E também foi detectado em 100% das
plantas da variedade 420-A. O alelo E também foi observado em 90% das plantas
da variedade Schwarzmann, em 91,66% das plantas da variedade Kober 5BB, em
83,33% das plantas da variedade IAC-766, em 15,38% das plantas da variedade
Travit e em 14,28% das plantas da variedade IAC-572. O alelo D do locus Vvmd7,
além de compor o fendtipo de terceiro alelo em 100% das plantas da variedade
[IAC-313, também foi observado nesta mesma condi¢do em 61,53% das plantas da
variedade Traviu, em 85,71% das plantas da variedade IAC-572 ¢ em 16,66% das
plantas da variedade TAC-766.

A proporcao de plantas com alelos extras formando feno6tipos de 3 bandas
no gel pode representar a propor¢do de plantas quimeras para cada um dos locus
SSR analisados (Udv001, Udv011, Udv108 ¢ Vvmd7). A analise do locus VvmdO7

mostrou que neste locus sdo encontradas as maiores proporgdes de plantas quimeras
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(94,04%). Trata-se de um locus que pode ser usado como referéncia ou como
informativo para analise dos fatores relacionados aos eventos determinantes da
formacao de tecidos quimeras.

O quimerismo (tecidos de folhas com constituigdes genotipicas diferentes)
parece ser mais freqliente no porta-enxerto Traviu, porque neste foram encontrados
mais de 33% dos loci (4/12) com alelos extras, formando um padrio de 3 bandas no
gel e um total de 5 alelos extras distribuidos nos respectivos loci (Quadro 9). Nos
porta-enxertos IAC-766 e Schwarzmann, foram detectados 4 e 3 alelos extras em
25% dos loci (Udv011, Udv108 ¢ Vvmd07). Os porta-enxertos Kober SBB e IAC-
313 apresentam apenas o locus Vvmd07, contendo os alelos D e E como alelos
extras, formando o fendtipo de 3 bandas no gel.

Os alelos extras ndo foram contados, nem considerados para a analise da
diversidade genética dos porta-enxertos 420-A, Schwarzmann, Travii, [AC-766,
IAC-572, Kober 5BB e IAC-313, mas a evidéncia destes parece importante para
indicar, por exemplo, o potencial de estabilidade genética dos porta-enxertos.
Dentre os porta-enxertos, o Kober 5SBB e TAC-313 parecem ser mais estaveis
porque apresentam apenas 1 locus (Vvmd7) com dois alelos.

O fenotipo de 3 ou 4 bandas num mesmo locus SSR foi explicado em uvas
como resultado da andlise de tecidos quiméricos, formados por camadas de células
do meristema que contém alelos diferentes (Thompson e Olmo, 1963). Este tipo de
instabilidade alélica em loci SSR tem sido descrito em diferentes variedades de uvas
(Riaz et al., 2002; Bertsch et al., 2003; Hocquigny et al., 2004; Moncada et al.,
2005; 2006) e a estrutura quimérica dos loci SSR tem sido apontada como geradora
e como justificativa para a existéncia de divergéncia genética entre clones das
cultivares Cabernet Sauvignon e Pinot (Moncada et al., 2006). Nas variedades
Schwarzmann, IAC-572, IAC-766, 420-A, IAC-313, Traviu e Kober 5BB, a
freqliéncia de fenotipos quiméricos ¢ considerada como relativamente alta. O fato
de alelos extras serem detectados também como alelos segregantes em determinadas
variedades € um aspecto que estimula a investigacdo de como novos alelos,
produtos de mutacdes e/ou recombinagdes somaticas, poderiam ser transferidos para

os tecidos embriondrios e, conseqiientemente, para os descendentes das plantas

48



quiméricas, de forma a se tornar um alelo segregante. As mutagdes e/ou
recombinagdes somaticas quando ocorrem estabelecem um mosaico genético
(Crespan, 2004; Martinez et al., 2006) e podem ser eventualmente fixadas e
transferidas para novas plantas por propagacdo vegetativa, mas ndo existem
evidéncias de transferéncia destas, via cruzamentos.

A grande maioria das videiras plantadas no mundo cresce em porta-
enxertos. E conhecido que as videiras sdo infectadas por um grande ntmero de
virus, sendo o mais comum deles o virus associado a corrosao em caule de uvas V.
rupestris (GRSPaV) (Meng e Gonsalves, 2003). O virus GRSPaV-1 pode ter
coexistido com V. riparia por longo periodo, assim como o virus GRSPaV-SG1
pode ter coexistido com V. rupestris ha muito tempo. Tanto as videiras V. riparia
como as V. rupestris e seus hibridos vém sendo utilizadas como porta-enxertos e
sobre estes as diferentes variedades de copas crescem. Desta forma, viroses
presentes nestes porta-enxertos podem ser transmitidas para as variedades de copas
através da enxertia. As diferentes variedades copas podem ter sido enxertadas em
diferentes porta-enxertos, em diferentes periodos e em diferentes regides
geograficas. Assim, diferentes virus sao acumulados nas variedades copa e como
resultado as variedades de copa comumente utilizadas apresentam multiplas
seqiiéncias variantes de virus (Meng et al., 2006). O fato da coexisténcia de um
grande niimero de virus com as videiras pode também ser uma explicagdo para
formacgdo de alelos extras, pois infecgdes virais estdo associadas aos processos de
mutacdes somaticas e/ou a recombinacoes mitdticas que sao fontes para a origem de
novos alelos (Kovalchuk et al., 2003; Boyko et al., 2007).

Apesar de conhecer a forma como determinados alelos que caracterizam
tecidos quiméricos em uma determinada variedade, podem ser encontrados como
alelos segregantes em outra variedade, a deteccdo de alelos extras adicionais
formando o fenodtipo de 3 bandas nos loci SSR é um aspecto que contribui para
aumentar a estimativa da diversidade genética nos porta-enxertos Schwarzmann,
IAC-572, IAC-766, 420-A, TAC-313, Travia e Kober 5BB. Embora a freqiiéncia
dos alelos extras ndo tenha sido computada na andlise da segregacao nas plantas dos

porta-enxertos,onde estes alelos formaram o fenotipo de 3 bandas, admitir a
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presenga dos alelos extras em 4 loci SSR implica em admitir a existéncia de maior
niamero de alelos por locus polimoérfico nos porta-enxertos analisados, maior
propor¢do de plantas heterozigotas e mais alta diferenciacdo genética entre as

variedades de porta-enxertos analisadas.
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5. CONCLUSOES

a) Os porta-enxertos Kober 5SBB e 420-A podem ser discriminados e certificados
gencticamente a partir da analise dos loci Udvl27, no qual o alelo D foi
exclusivamente detectado na variedade 420-A, e pela freqiiéncia dos alelos B e C,
no locus Vmc4d4; dos alelos A e C, no locus Vvmd8; do alelo D, no locus Vvmd6; e
dos alelos A e D, no locus Udv108.

b) Os porta-enxertos Kober SBB e 420-A, que apresentam a mesma origem genética
(os mesmos parentais), sao morfologicamente similares, mas possuem performances
agronomicas diferentes e uma divergéncia genética (distancia genética) em torno de
28,90% em loci SSR.

¢) Os porta-enxertos Schwarzmann, [AC-766, 420-A, IAC-313, Travia e Kober
5BB, apesar de formados por um ou outro gendtipo parental comum, de forma
simples ou combinada, sdo geneticamente divergentes, apresentando uma alta
diferenciagdo genética em loci SSR (18,34%) entre os seis genotipos.

d) Os porta-enxertos Schwarzmann, IAC-572, [AC-766, 420-A, IAC-313, Traviu e
Kober 5BB podem ser considerados como promissores para cruzamentos em
programas de melhoramento genético porque apresentam valores altos de
heterozigosidade média observada e esperada e em torno de 40% de excesso de
heterozigotos.

e) Os loci Vvmd7, Udv108, Vvmd6, Udv01l, Udv001, Udv32, Udvl27, Udv34,
Vvmd28, Sculdvv, Vvmd8 ¢ Vvmc4d4 contém marcadores moleculares (alelos), que
podem ser focalizados para avaliar a estabilidade dos gen6tipos dos porta-enxertos
Schwarzmann, IAC-572, IAC-766, 420-A, IAC-313, Travia e Kober 5BB, durante a
propagacgao vegetativa e preservacdo dos gendtipos, e também orientar cruzamentos
quando estes genotipos forem utilizados em programas de melhoramento genético
de porta-enxertos.

f) Os loci Vvmd8, Vvmc4d4, Vvmd6, Udv001, Udv108, Vvmd7, ¢ Udv32, em ordem
decrescente de potencial para diferenciar genotipos, contém alelos especificos ou

alelos com freqiiéncias marcadamente diferentes, que podem ser usados para
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discriminar os porta-enxertos Schwarzmann, IAC-572, IAC-766, 420- A, IAC-313,
Traviu e Kober SBB.

g) Os porta-enxertos Kobber SBB e IAC-313 apresentam um potencial para serem
considerados como geneticamente mais estaveis do que os porta-enxertos
Schwarzmann, IAC-572, TAC-766, 420-A e Traviu porque apresentam pouco mais
de 8% (1/12) de loci SSR com alelos extras (alelos D e E no locus Vvmd?7).
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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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