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Resumo

Entre as plantas mais antigas cultivadas pelo homem encontra-se a
videira que desde os primérdios de sua existéncia, ja se alimentava dos
frutos desta planta. No Brasil, nas regies Norte e Noroeste do Parand, sao
plantadas cinco cultivares de uvas finas de mesa: Italia, Rubi, Benitaka,
Brasil e Black Star. A variagdo da coloracdo dos frutos € importante para a
distincdo de uvas cultivadas, mas as andlises moleculares de DNA sao
essenciais para a identificacdo de variagcdes e para investigar diferencas
genéticas entre clones e cultivares de Vitis vinifera L. Nesse sentido, a
proposta no presente estudo foi analisar o polimorfismo em locos SSR
(microssatélites) para detectar a variabilidade genética nas uvas finas de
mesa, Italia, Rubi, Benitaka, Brasil e Black Star da regido de Marialva, PR.

Introducéo

A uva é uma das plantas mais antigas cultivada pelo homem que
desde os primordios de sua existéncia ja se alimentava dos seus frutos. A
cultivar Italia foi desenvolvida na Italia, a partir do cruzamento das
variedades Bicane com Moscatel de Hamburgo (em 1911). Nos anos 50,
passou a ser cultivada comercialmente no Estado de S&o Paulo, e na
década de 60 foi difundida para o norte do Estado do Parana e outras
regibes desse estado. O cultivo da uva Italia no noroeste do Parana foi
iniciado com material propagativo oriundo do municipio de Ferraz de
Vasconcelos (SP). A uva Italia vem sendo mantida por propagacéo

FUNDACAO N :
T Gl
A

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior




13a 14 de outubro
de 2016

vegetativa, mas a ocorréncia de mutacfes soméaticas parece ser um evento
frequente. A partir destas mutacdes foram descritas a cultivar Rubi e a
Benitaka. A ocorréncia de mutagdo somatica também foi verificada em
plantas da cultivar Benitaka, que originou a cultivar Brasil, e em 2006 surgiu
a uva Black Star em um parreiral comercial de uva Brasil. A variacdo da
coloracao dos frutos é importante para a distingdo de uvas cultivadas, mas
de acordo com Meneghetti et al. (2009), as analises moleculares de DNA
sdo essenciais para investigar diferencas genéticas entre clones e cultivares
de uvas. Os marcadores SSR foram considerados como universalmente
utilizados para a identificacdo das cultivares de videiras (THIS et al., 2004).
Nesse sentido, a proposta no presente estudo € analisar o polimorfismo em
locos SSR para avaliar a variabilidade genética em nivel de DNA na cultivar
Italia e seus mutantes soméaticos (Rubi, Benitaka, Brasil e Black Star).

Materiais e Métodos

As amostras (folhas jovens) de nove plantas de cada uma das
cultivares Itélia, Rubi, Benitaka, Brasil e Black Star foram coletadas em uma
propriedade rural do municipio de Marialva; estas foram acondicionadas em
sacos de papel aluminio e mantidas em gelo. No laboratério de Genética e
Biotecnologia Vegetal (LGBV/UEM) as folhas das 45 plantas foram
congeladas rapidamente com nitrogénio liquido e armazenadas em freezer
com -80 °C, até o momento da extracdo do DNA. As amostras foram
preparadas individualmente e o DNA foi extraido de acordo com o protocolo
descrito por Thomas et al. (1993). O DNA extraido foi quantificado utilizando
um Picodrop. Apos a quantificagdo, as amostras de DNA foram diluidas para
10 ng-uL* e utilizadas para amplificar as sequencias de microssatélites.
Para a escolha dos marcadores microssatélites polimorficos foram testados
38 pares de primers previamente mapeados para uva e que fazem parte do
banco de primers do LGBV. Dos 38 pares testados foram escolhidos aqueles
gue amplificaram regibes especificas e com indicios de polimorfismo entre
as diferentes cultivares. A PCR foi preparada em microtubos de 0,2 mL, para
cada reacédo foi utilizado 25 ng de DNA, tampéao de reacdo 1X (10 mM de
Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM de KClI), 2 mM de MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 1U
de Taqg DNA Polimerase (Invitrogen) e 0,3 uyM de cada um dos primers
Foward e Reverse especificos e agua miliQ para um volume final de 20 pL
de solucdo. Para a amplificacdo dos microssatélites foi usado o programa
Touchdown PCR (DON et al., 1991) utilizando o termociclador Techne
TC512. Os produtos da amplificacdo foram separados em gel de agarose
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comum 4% usando tampao TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5 mM acido borico e
1 mM EDTA). Os géis foram expostos a um campo elétrico de 60 Volts por 4
horas e corados em solucéo de brometo de etidio 0,5 uL-mL™; a imagem foi
capturada em transluminadorLPIX HE, Loccus biotecnologia.

Resultados e Discussao

Dos 38 pares de primers testados, foram selecionados 13 que
amplificaram regides especificas e com indicios de polimorfismo. Destes,
utilizamos 10 para amplificar o genoma das 45 amostras. O maior numero de
alelos foi observado na regiao amplificada pelo primer Udv-032 (5 alelos). Os
primers Udv-011, Udv-074, Vvmd6 e Scuvv-14 amplificaram um sé alelo e
foram caracterizados como monomorficos. Estes primers, suas sequéncias e
0 numero de alelos amplificados por eles estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Primers de microssatélites, sequéncias de nucleotideos dos
primers microssatélite F e R e 0 nimero de alelos detectados para cada
primer usado nas amostras das cinco cultivares de uvas de cor.

Primer Sequéncia de nucleotideos N. de Mono/
alelos polimérfico

Udv-032 | CATGCGTATGTGTTAGAGAGCA P 5 polimérfico
CATGGCATGTGCTTTGTTAT ®

vvmd5 | CTAGAGCTACGCCAATCCAA ™ 2 polimérfico
TATACCAAAAATCATATTCCTAAA ®

Udv-034 | AAGAGACCAAGGATAGATCAAACA ™ 2 polimérfico
AAATGCAACGGGAGATGGTA ®

Udv-011 | TTTATGGCAACCCTCCAATC @ 1 monomaorfico
TTGATGGTCCACTGGAACTG ®

vvmd7 | AGAGTTGCGGAGAACAGGAT P 3 polimérfico
CGAACCTTCACACGCTTGAT ®

Vvvmd6é | ATCTCTAACCCTAAAACCAT" 1 monomorfico
CTGTGCTAAGACGAAGAAGA ®

Sculdvv | CTGCACTTGAATACGAGCAGGT " 1 monomorfico
TGTTATATGATCCTCCccccTecT ®

Vvmd28 | AACAATTCAATGAAAAGAGAGAGAGAGA" 2 polimérfico
TCATCAATTTCGTATCTCTATTTGCTG ®

Vvmd8 | TAACAAACAAGAAGAGGAAT ") 2 polimérfico
AGCACATCCACAACATAATG ®

Udv-074 | GCCAGGGAAGTTGGTTCTCT ™ 1 monomorfico
TGCATGTGTGTTTGCACAAG P
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Conclusbes

A proporcdo de locos microssatélites polimérficos avaliados no
genoma das cultivares de uvas lItalia, Rubi, Benitaka, Brasil e Black Star foi
alta, corresponde a 60%, mas a despeito da divergéncia de coloragdo dos
frutos, ha evidéncias de uma similaridade genética alta, e indicacbes de
baixa divergéncia molecular entre as cinco cultivares nos 10 locos
microssatélites analisados no presente estudo.
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