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Resumo

A cultivar Italia foi desenvolvida pelo melhorista Angelo Pirovano, na ltalia,
através do cruzamento de Bicane com Moscatel de Hamburgo, realizado em
1911. Nos parreirais desta uva tem se observado a ocorréncia de mutacdes
somaticas. Muta¢cBes somaticas em plantas de Itélia originaram as cv. Rubi e
Benitaka, a cv. Brasil surgiu através de mutacBes nas parreiras da cv.
Benitaka e a cv. Black Star surgiu nos parreirais da cv. Brasil. Elementos
transponiveis (TES) sdo descritos como 0s maiores contribuintes para
propulsionar a variabilidade do genoma e, com isso, promover mutagdes
somaticas. Nesse sentido, a proposta do presente trabalho foi analisar a
diversidade genética em 5 cultivares de uva fina de mesa (Vitis vinifera L.),
da regido de Marialva, PR, em nivel de DNA utilizando o marcador IRAP,
baseado em polimorfismo de sequéncias de retrotransposons.

Introducao

Sousa, (1996) relata que entre as plantas mais antigas cultivadas pelo
homem encontra-se a videira. No Brasil, nas regides Norte e Noroeste do
Parana sao cultivadas cinco uvas finas de mesa, sendo elas: Itdlia — de
coloracéo verde, e as variedades de cor: Rubi, Benitaka, Brasil e Black Star.
O surgimento das cultivares de cor a partir da cultivar Italia, foram explicados
pela ocorréncia de mutac6es somaticas (CAMARGO, 1998). A uva Italia vem
sendo mantida por propagacdo vegetativa, mas a ocorréncia de mutacdes
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somaticas parece ser um evento frequente, onde mutacbes somaticas em
plantas de lItalia geraram as cultivares Rubi e Benitaka. A ocorréncia de
mutagdo somatica também foi verificada em plantas da cultivar Benitaka,
que originou a cultivar Brasil. E recentemente no ano de 2006 surgiu a uva
Black Star, a partir de uma mutacdo somatica natural, em um parreiral
comercial de uva Brasil, em Marialva (PR). Tendo em vista que, elementos
transponiveis (TES) sé@o descritos como os maiores contribuintes para
propulsionar a variabilidade do genoma e, com isso, promover mutacdes
somaticas, a proposta do presente trabalho foi analisar a diversidade
genética em 5 cultivares de uva fina de mesa (Vitis vinifera L.) em nivel de
DNA utilizando a técnica IRAP (Interretrotransposon Amplified
Polimorphism), marcador baseado em polimorfismo de sequéncias de
retrotransposons.

Materiais e métodos

As amostras (folhas jovens) de 18 plantas das cultivares lItalia, Rubi,
Benitaka, Brasil e Black Star de Vitis vinifera L. foram coletadas em
propriedade rural do municipio de Marialva, e armazenadas em freezer a -80
°C, até o momento da extracdo do DNA. As 90 amostras foram preparadas
individualmente e o DNA foi extraido de acordo com o protocolo descrito por
Thomas et al. (1993). O DNA extraido de cada amostra foi quantificado
utilizando o equipamento Picodrop. Para a escolha dos marcadores
baseados nas sequéncias de retrotransposons polimdrficos foram testados
24 primers LTR para uva e que fazem parte do banco de primers do
Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal (DBC/UEM). A andlise do
IRAP foi realizada seguindo o método descrito por Kalendar et al., (1999). As
amplificacdes foram realizadas utilizando o seguinte programa: um passo de
desnaturacéo inicial a 95°C durante 2 min; 30 ciclos com 94°C durante 30 s,
40 a 55°C durante 45 s, 72°C durante 1 min e 30 s; a extensao final foi 72°C
durante 10 minutos, manutengao a 4°C. Os fragmentos amplificados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 2%.

Resultados e Discussao

Dos 24 primers testados, foram selecionados 14, pois estes
amplificaram regides especificas e com indicios de polimorfismo. Dos 14
primers selecionados, 10 apresentaram regifes polimérficas, um total de
(71,43%). Para estes primers selecionados foram amplificados 192
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fragmentos (Tabelal). Para a analise das cinco cultivares de uva fina de mesa
com o marcador IRAP, foram utilizadas 8 combinagdes entre os 14 primers
LTR, dois a dois. As combinacbes foram realizadas desde que os primers
apresentaram a mesma temperatura de anelamento. Estes primers, suas
sequéncias e o numero de fragmentos amplificados por eles estédo
apresentados na Tabela 2.

Tabela 1. Primers, sequéncias de nucleotideos dos primers LTR,
temperatura de anelamento (T A) e numero de fragmentos (N F) detectados
para cada primer usado nas amostras das cincos cultivares de uva fina de
mesa.

Primer Sequéncia TA N F | Mono/
Polimorfico
DKS 001 | CCACGTCGTTGCCATTTGCCACC 55°C 12 Polimérfico
DKS002 | GTGCCGCACGAGCTTAGTGAACGAC | 55°C 7 Polimorfico
DKS003 | GTTAGAATTCATGAGAGTTTGCC 40°C 16 Monomorfico
DKS004 | TGTTGGGCTTTGTGGAGCCTAG 53°C 9 Polimérfico

DKS007 | GAAGACAGAATAGAAGGGCACCCGC | 53°C 16 Monomoérfico

DKS011 | GGGAAGTAAACAGAGGATGCTGGC 50°C 14 Monomoérfico

DKS012 | GCTAAGCTACCATGAGTCG 50°C 10 Polimorfico
DKS014 | GTGGGTGGCCCACTAACCTCTGG 50°C 21 Polimorfico
DKS015 | CACGGCCAGTGTGGTTATGCAG 50°C 14 Polimérfico
DKS016 | GCCCAAGGGTTCTCCTAATCGGG 45°C 13 Polimérfico
DKS019 | GGCCAAGGTATTCGGTCATTCAC 45°C 19 Monomaorfico
DKS020 | GTGGAGGAAAGCCCAAAGCCGGG 50°C 11 Polimorfico
DKS022 | CAAAGGTATTTCTCAATTCCC 42°C 13 Polimérfico
DKS024 | GATCGCTCGGATTTTTGTCG 45°C 22 Polimérfico
Total 192

Conclusdes

Dos 24 primers LTR desenhados em nosso laboratorio, quando testados,
foram selecionados 14, sendo que estes amplificaram regides especificas e
com indicios de polimorfismo. Apesar dos 14 primers amplificados
individualmente apresentarem-se com 71,43% de polimorfismo, e nas 8
combinag¢des dos primers 37,5% serem polimorficos, os 192 fragmentos
amplificados com os primers LTR e os 118 amplificados com a combinacao
dos primers LTR (IRAP) n&o parecem estar associados diretamente com
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regides que determinam a coloracdo das uvas finas de mesa, isto é com a
producdo do pigmento antocianina.

Tabela 2. Combinagéo dos primers LTR, caracterizando o marcador IRAP,
temperatura de anelamento e o numero de fragmentos detectados para cada
primer usado nas amostras das cincos cultivares de uva fina de mesa.

Primer TA NF Mono/Polimérfico
DKS001 e 002 55¢C 9 Monomoérfico
DKS004 e 007 53¢C 10 Monomorfico
DKS011 e 015 502C 13 Monomoérfico
DKS011 e 012 50°C 16 Polimorfico
DKS011 e 020 50°C 17 Polimorfico
DKS016 e 019 459C 13 Monomorfico
DKS003 e 022 429C 13 Polimérfico
DKS011 e 014 49°C 17 Monomorfico
Total 118
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