26° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica -
6° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica JUnior 16 e 17 de outubro de 2017

ESTUDO DO GENE VvmybAl EM CULTIVARES DE UVAS FINAS DE
MESA

Mariana Fernandes Rocha (PIBIC/CNPg/FA/Uem), Danuza Kelly Strioto e
Claudete Aparecida Mangolin (Orientadoras), e-mail:
mangolimca@gmail.com

Universidade Estadual de Maringa / Departamento de Biotecnologia,
Genética e Biologia Celular/Maringéa, PR.

2.00.00.00-6 Ciéncias Biologicas 2.02.03.00-4 Genét ica Vegetal
Palavras-chave: Videira, Antocianina, Gretl

Resumo:

A videira (Vitis vinifera L.) é a mais antiga das plantas cultivadas e
domesticada, ela € economicamente a mais importante frutifera cultivada no
mundo. Varias caracteristicas morfolégicas e bioguimicas que sé&o
importantes para esta cultura foram selecionadas durante a domesticacao,
entre elas podemos citar o hermafroditismo, maior uniformidade na
maturagcdo das bagas dentro do cacho, maior teor de agucar e a sele¢cédo de
uma vasta gama de cores dos frutos. As uvas cultivadas atualmente
apresentam uma maior diversidade na cor do fruto, incluindo vérias
tonalidades de preto, vermelho, rosa, cinza, branco e cultivares com a polpa
da baga pigmentada. Existem mutantes de cor para uma grande variedade
de cultivares possibilitando o desenvolvimento de diferentes classes de
vinhos, sucos e cultivares de uvas de mesa. Uma hipGtese para a origem
destas diferentes coloracdes, pode estar associada com o papel funcional do
locus VvmybAl. O objetivo deste trabalho foi genotipar o locus VvmybAl
utilizando diferentes conjuntos de primers e associar os diferentes alelos
com variagbes de cores das bagas das cultivares de uvas finas de mesa,
Italia, Rubi, Benitaka, Brasil e Black Star cultivadas em Marialva-PR.

Introducao

Os pigmentos antocianinas sdo responsaveis por uma grande gama de
cores exibidas por diferentes 6rgaos das plantas. Os genes reguladores
principais que atuam na via de controle e biossintese de antocianina em
plantas, tém sido identificados como pertencentes a dois grandes grupos de
fatores de transcricéo, as familias MYB e bHLH (KOBAYASHI et al. 2002).

A videira (Vitis vinifera L.) € a frutifera cultivada economicamente mais
importante no mundo. Como resultado da hibridacdo natural e selecéo
humana ao longo dos séculos, a cor da casca da baga das uvas tornou-se
muito diversificada. Existem mutantes de cor para uma grande variedade de
cultivares, possibilitando o desenvolvimento de diferentes classes de vinhos,
sucos, e cultivares de uvas de mesa, este desenvolvimento possui grande
significado cultural que se estende a milhares de anos na historia humana.
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Através da analise de segregacdo para cor das bagas identificaram a
presenca de um unico locus responsavel pela presenca ou auséncia de cor
da casca da uva, este gene estd no grupo de ligacdo 2 (LG2) (ADAM-
BLONDON et al. 2004), e os frutos brancos apresentam um carater
recessivo. Esta observacdo € suportada por trabalhos que demonstraram
gue cruzamentos controlados entre as videiras de frutos brancos resultam
sempre em progenies de frutos brancos. Tem sido mostrado que a presenca
do Gretl, um retrotransposon do tipo Gypsy-tipo Ty3, na regido promotora
do gene VvVMybAl, esta associada com as cultivares de bagas brancas,
guando presente em homozigose (KOBAYASHI et al. 2004).

Como até o momento ndo ha informacao disponivel para explicar a origem
das diferentes colora¢des nas cultivares de uvas finas de mesa, Italia, Rubi,
Benitaka, Brasil e Black Star, existe a necessidade de estudos que possam
levar a compreensao de como estas diferentes cultivares foram originadas.
O objetivo do presente estudo foi genotipar o locus VvmybA1l e investigar a
associacao dos diferentes alelos com as variacoes de cores das bagas das
cultivares de uvas finas de mesa, Italia, Rubi, Benitaka, Brasil e Black Star
cultivadas em Marialva-PR.

Materiais e métodos

Material Biologico, Extracdo e quantificacdo do DNA

As folhas jovens de quatro plantas das cultivares Italia, Rubi, Benitaka, Brasil
e Black Star de Vitis vinifera L. foram coletadas em propriedade rural de
Marialva, estas foram acondicionadas em papel aluminio e mantidas em
gelo. No laboratério as folhas foram congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer a -80 °C. O DNA das 20 plantas das cinco
cultivares de uvas foi extraido seguindo método descrito por Thomas et al.
(1993). O DNA de cada amostra foi quantificado utilizando o equipamento
Picodrop. Ap0s a quantificacdo, as amostras foram diluidas para a
concentracdo de 10 ng/uyL e utlizadas para amplificar as sequéncias
especificas.

Amplificacéo e estudo do gene VvmybA1l

As regides do gene VvmybA1l e do promotor foram amplificadas para as 20
plantas das cinco cultivares de uvas de cor, utilizando combinagbes de
primers jA desenhados para estas regifes, sendo elas: VvmybAla;
VvmybAld3; VvmybAlb; VvmybAlel; VvmybAlc; VvmybAld. As
combinagdes utilizadas foram entre os primers ae d3; b e d3; b e el; aec;
b ec;bed Areacdo de PCR foi preparada em microtubos de 0,2 mL,
utilizando para a reacdo 20 ng de DNA, tampéao de reacdo 1X, 2 mM de
MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 1U de Tag-DNA Polimerase e 0,3 yM dos
primers especificos e agua mili-Q para um volume final de 20 pL.

Aos produtos das amplificacbes foram acrescentados 2uL de tampéo
Loading e separados em gel de agarose 1,2%, usando tampao TBE 0,5X.
Para estimar o tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado o
marcador de 100pb DNA Ladder. Realizou-se eletroforese a 60 Volts, por 4
horas, o gel foi corado em solucdo de brometo de etidio 0,5 mg/mL. A
imagem foi capturada em transluminador L-PIX HE, Loccus biotecnologia.
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Resultados e Discussao

O DNA das amostras das cinco cultivares de uvas de cor (ltalia, Rubi, Brasil,
Benitaka e Black Star) foram amplificadas utilizando as diferentes
combinacdes de primers do gene VvmybAl e do promotor. Os produto da
amplificacdo para a combinacdo dos primers a e d3 esta apresentado na
figura O1A, para as cultivares Italia e Rubi encontramos o alelo 1200 pb e
para as demais cultivares (Brasil, Benitaka e Black Star) além deste alelo
observou-se também o alelo 1500pb. Na figura 01B estdo apresentados os
resultados da amplificacdo do DNA das cinco diferentes cultivares utilizando
a combinacdo dos primers b e d3 para o gene VvmybAl. Observa-se um
alelo comum para todas as cultivares (600 pb) e para as quatro amostras da
cultivar Rubi observa-se a presenca de um segundo alelo (1200 pb)
caracterizando esta cultivar como heterozigota.

Na figura 01C estdo apresentados os resultados da amplificacdo do DNA
das cinco diferentes cultivares utilizando a combinacdo dos primers b e el
para o gene VvmybAl. Para esta regido amplificada observa-se um alelo
comum (1200 pb) para todas as cultivares avaliadas.

Na figura 01D estdo apresentados os resultados da amplificacdo do DNA
das cinco diferentes cultivares utilizando a combinagcéo dos primers a e ¢
para o gene VvmybA1l. Observa-se um alelo comum para todas as cultivares
(1500 pb) e para as amostras das cultivares Brasil, Benitaka e Black Star
observa-se a presenca de um segundo alelo (2000 pb) caracterizando estas
cultivares como heterozigotas.
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Figura 01. A. Produto da amplificacdo para a combinacdo dos primers a e d3
para o gene VvmybAl; B. Produto da amplificacdo para a combinacédo dos
primers b e d3 para o gene VvmybAl; C. Produto da amplificacdo para a
combinacdo dos primers b e el para o gene VvmybAl; D. Produto da
amplificacdo para a combinacdo dos primers a e ¢ para o gene VvmybA1l; E.
Produto da amplificacdo para a combinacdo dos primer b e ¢ para o gene
VvmybA1l; F. Produto da amplificacdo para a combinacao dos primers b e d
para o gene VvmybAl. Amostras de 1 a 4 cultivar Italia, de 5 a 8 cultivar
Rubi, 9 a 12 cultivar Brasil, 13 a 16 cultivar Benitaka e de 17 a 20 da cultivar
Black Star e M marcador molecular de 100pb.
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Na figura O1E estdo apresentados os resultados da amplificacdo do DNA
das cinco diferentes cultivares utilizando a combinacdo dos primers b e ¢
para o gene VvmybAl. Observa-se um alelo de 900 pb que é comum para
todas as cultivares, para as quatro amostras da cultivar Rubi além deste
alelo observa-se também a presenca de um segundo alelo de 1500 pb.

Na figura O1F estédo apresentados os resultados da amplificacdo do DNA das
cinco diferentes cultivares utilizando a combinagao dos primers b e d para o
gene VvmybA1l. Observa-se um alelo de 900 pb comum para todas as cinco
cultivares e para as quatro amostras da cultivar Rubi e para as quatro
amostras da Black Star observa-se a presenca de um segundo alelo (700

pb).

Conclusbes

A insercdo ou ndo do retrotransposon Gretl no gene VvmybAl resulta em
diferentes fragmentos amplificados (alelos) quando diferentes primers sao
utilizados na PCR. Observa-se que as diferentes -cultivares podem
apresentar o mesmo fragmento amplificado quando os primers b e el séo
utilizados, ou observa-se diferentes fenétipos (demais primers), que estédo
associados com as diferentes cores. O mecanismo de associacdo da
posicdo de insercdo do retrotransposon Gretl no gene VvmybA1l produzindo
diferentes alelos como produto da PCR e a coloracédo da baga esta sendo
estudado.
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