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Introducao

A falta de cultivares apirénicas (uvas sem sementes) adaptadas as condicbes ambientais do Brasil,
além de limitar a capacidade de exportacdo, afeta a competitividade da uva brasileira também no mercado
interno, aberto a comercializacdo de uvas importadas (Protas et al., 2003). Ao lancar as trés primeiras
cultuvares brasileiras de uva sem semente, a Embrapa Uva e Vinho iniciou, deu um passo importante para
assegurar a competitividade, a sustentabilidade e a independéncia tecnoldgica da viticultura de mesa nas
regides tropicais e subtropicais do Brasil. No entanto, a busca de novas cultivares com caracteristicas de
producédo melhores permanece como um desafio constante (Camargo et al., 2003a, 2003b, 2003c).

Na videira, a auséncia de sementes é resultante de dois processos biologicamente distintos:
partenocarpia ou estenoespermocarpia (Pratt, 1971). No processo de estenoespermocarpia, conforme a
definicdo de Stout (1936), o desenvolvimento do 6vulo e do endosperma iniciado apds a fertilizacéo, resulta
em degeneracdo prematura do endosperma e consequente morte do embrido, levando a producédo de frutos
contendo tragos de sementes ndo esclereficados. Estudos com o objetivo de estabelecer uma hipotese
sustentada para a herdabilidade da apirenia estenoespermocérpica remontam ha varios anos (revisdo em
Stout, 1936; Bouquet & Danglot, 1996). No entanto, apesar de inUmeros esforcos dos melhoristas nos
Ultimos 70 anos, a heranca da estenoespermocarpia na videira ainda permanece pouco compreendida.
Atualmente, a hipétese melhor sustentada para explicar a genética complexa da estenoespermocarpia foi
proposta por Bouquet & Danglot (1996). Neste estudo, estes autores sugerem que a expressao da
estenoespermocarpia é controlada por trés genes recessivos independentemente herdados e controlados
por um gene regulador dominante. Lahogue et al. (1998), aplicando a metodologia de BSA (Bulk Segregant
Analysis) identificaram um marcador RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) intimamente ligado ao
gene sdl (gene regulador dominante do fendétipo da apirenia); que foi utilizado para desenvolvimento de um
SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) codominante denominado SCC8. Segundo estes
autores, este marcador codominante pode identificar, em uma progénie, individuos com semente como
também ser utilizado para selecionar individuos apirénicos.

Neste trabalho, a equipe do Laboratério de Biologia Molecular Vegetal da EMBRAPA Uva e Vinho
apresenta resultados que sustentam a hip6tese de heranca da apirenia estenoespermocarpica proposta por
Bouquet & Danglot (1996) e avaliam o potencial da aplicacdo do marcador molecular SCAR SCC8 para
selecdo assistida do carater da apirenia.

Material e Métodos

Material Vegetativo: os genoétipos de videira utilizados neste trabalho sé@o resultantes do cruzamento
154, entre as cultivares Seyve Villard 12327 e CG87746 (apirénica); do cruzamento 692, entre as cultivares
Seyve Villard 12375 e Crimnson Seedless P165 (apirénica); de selecdes apirénicas do programa de
melhoramento da Embrapa Uva e Vinho (Sele¢bes 1, 2, 3, 5, 6, 7 e 8) e de cultivares de uva de mesa
apirénicas (Canadice, Flame Sds., Reliance, Ruby Sds., Muscat Sds., Autumm Royal, Fantasy, Superior,

Maroo, Saturn, Centennial e Thompson Sds.) , totalizando 137 plantas. Os critérios descritos por Lahogue et



al. (1998) foram utilizados para definicdo das categorias fenotipicas de classificacdo da apirenia (% matéria
seca 255%: classe 1 - semente normal; % matéria seca <55 e 244%: classe 2 - trago de semente grande; %
matéria seca <45 e =35%: classe 3 - traco de semente perceptivel; % matéria seca <35%: classe 4 -
auséncia de semente).

Extracdo de DNA: amostras de folhas expandidas jovens foram coletadas durante a estacdo de
crescimento e armazenadas a -20°C para posterior extragdo de DNA,; utilizando-se o método descrito por
Lodhi et al (1994).

Reacdo da PCR: 9ng de DNA, 250uM dNTPs, DMSO 5%, 10pMoles de cada primer (SCC8F
5GGTGTCAAGTTGGAAGATGG3' e SCC8R 5TATGCCAAAAACATCCCCS), 0,5U de Tth DNA polimerase

(Biotools), tampéo e 2uM de MgCl,. O volume final da reagdo (20ul) foi ajustado com &gua ultrapura. O

programa utilizado no termociclador foi: 94°C por 4min, 35 ciclos de amplificacdo (94°C por 1min, 60°C por
1min e 72°C por 1min) e extensdo final a 72°C por 6min. Individuos que ndo apresentaram produto de
amplificacdo na reacdo com SCC8, foram re-avaliados utilizando-se pelo menos outras duas amostras de
DNA independentes para confirmar a presenca de um alelo nulo no locus SCCS8.

Digestdo do produto de amplificacdo: os produtos de amplificacdo da reacdo com SCC8 (1018pb),
foram digeridos em uma reacdo com volume final de 15Hl, utilizando-se 7Hl da reacdo de PCR e 2,5U da
endonuclease de restricao Bglll durante 3h a 37°C.

Eletroforese e Fotodocumentagdo: os produtos da amplificacdo foram resolvidos em gel de agarose
1,5 ou 2% contendo brometo de etidio e fotodocumentados com auxilio do sistema Eagle Eye Il - Still Video

System.

Resultados e Discusséo

A caracteristica codominante do marcador SCC8 permitiu a diagnose de 3 alelos no locus SCC8 (
SCC8: 1020pb; scc8: 788pb+232pb apds digestdo com Bgl Il e 0: alelo nulo) (Figura 1 e Tabelas 1) e 4
gendtipos segregantes (SCCB8/0; SCC8/scc8; scc8/0 e 0/0),. Indicando que ambos o0s genitores do
cruzamento 692 (Crimson Seedless P165 e Seyve Villard 12375) sdo heterozigotos para o locus SCC8. O
teste de independéncia X>mostrou que a segregacdo genotipica observada para o locus SCC8 nao desvia

significativamente da segregacdo esperada 1:1:1:1 (X%..= 3,53; p= 0,05). A andlise de correlacdo entre as

classes fenotipicas observadas e a presenca do alelo SCC8 confirmou a associacdo entre esse alelo e a
auséncia de sementes (r.= 0,66; p= 0,01), confirmando os relatos de Lahogue et al. (1998) e
Adam-Blondon et al (2001). Para ampliar o espectro do estudo e avaliar se a mesma associagdo entre a
apirenia e a presenca de SCC8 ocorre em outras populacdes, o mesmo procedimento foi aplicado para
avaliar hiridos com e sem semente resultantes do cruzamento 154, sele¢cfes apirénicas e cultivares de uva
sem semente ja utilizadas comercialmente (Tabela 2). Apo6s a diagnose dos alelos, observou-se que, entre
os hibridos da populacdo 154, a analise de correlacdo aplicada indicou associacdo entre a presenca de
SCC8 e a auséncia de sementes (r...= 0,74; p= 0,01). Nos demais gendtipos apirénicos, incluindo-se
cultivares e selecbes avancadas, a presenca de SCC8 ocorreu em todos os casos, indicando o bom
potencial de distingdo fenotipica deste marcador. Adicionalmente, o teste de independéncia X?*mostrou que a
distribuicdo fenotipica ndo desviou da segregacdo esperada de 1:1 (apirenia:pirenia) no locus SCC8 na

populacédo 692, sustentando a hip6tese proposta por Bouquet e Danglot (1996) para heranca da apirenia.
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Figura 1: Possiveis genétipos resultantes no locus SCC8 apés digestdo com Bglll.. Onde: M= marcador 1kb,
1 e 2: genitores do cruzamento 692 (Seyve Villard 12375 e Crimson Seedless P165, respectivamente); 3, 4,
5 e 6: possiveis genoétipos segregantes.

Concluséo

A utilizacdo do marcador molecular SCC8 para selecdo assistida da auséncia de sementes na
videira é promissora, porém a eficiéncia de sua utilizacdo em grande escala ainda necessita melhor
avaliacdo, afim de que esta ferramenta se torne eficiente na identificacdo do carater da apirenia e na
economia de tempo e insumos no programa de melhoramento das cultivares de uva sem semente da

Embrapa Uva e Vinho.



Tabela 1. Classificacao fenotipica e segregacdo genotipica dos individuos da populacdo 692. Crim. P165 e
SV 12375 representam 0s genitores do cruzamento 692; %MS: porcentagem de matéria seca; CF: classe
fenotipica e nd: valor ndo determinado.

Individuo | %MS C.F. | Genoétipos |Individuo [ %M.S. | C.F. | Genétipos |[Individuo |%M.S.| C.F. [Gendtipos
Crim P165| <35,00 4 SCC8/0 142 nd 0/0 282 7712 | 1 0/0
SV 12375 >55,00 1 SCC8/0 143 nd SCC8/sCC8 287 46,45 | 2 |[SCC8/scc8
1 63,07 1 | SCC8/scc8 145 nd SCC8/scc8 291 66,19 [ 1 scc8/0
2 nd scc8/0 147 51,06 2 SCC8/scc8 300 69,56 | 1 0/0
4 nd SCC8/scc8 157 45,71 2 SCC8/scc8 301 4480 | 3 SCC8/0
5 66,82 1 0/0 162 65,30 1 SCC8/scc8 303 4570 | 2 SCC8/0
13 45,85 2 SCC8/0 163 40,70 3 SCC8/0 304 52,73 | 2 |SCC8/scc8
23 nd SCC8/0 164 nd nd 305 50,32 | 2 |SCC8/scc8
24 68,82 1 0/0 170 48,22 2 SCC8/scc8 307 62,45 | 1 |SCC8/scc8
30 nd SCC8/0 178 nd scc8/0 310 69,58 | 1 0/0
43 nd scc8/0 187 59,48 1 SCC8/0 324 67,09 | 1 0/0
44 44,39 3 | SCC8/scc8 189 67,33 1 scc8/0 325 49,14 | 2 SCC8/0
46 54,71 2 | SCC8/scc8 199 nd SCC8/0 329 67,17 | 1 scc8/0
60 70,52 1 0/0 200 52,27 2 SCC8/scc8 335 46,88 | 2 |SCC8/scc8
62 66,10 1 SCC8/0 203 nd SCC8/0 336 47,95 | 2 SCC8/0
64 nd SCC8/0 204 62,85 1 scc8/0 348 44,13 | 3 |SCC8/scc8
69 46,45 2 | SCC8/scc8 206 nd SCC8/scc8 349 nd scc8/0
76 66,74 1 | SCC8/scc8 209 46,93 2 SCC8/0 350 nd 0/0
80 nd 0/0 213 66,51 1 scc8/0 354 4526 | 2 |SCC8/scc8
85 46,35 2 SCC8/0 218 69,99 1 SCC8/0 357 nd 0/0
88 nd SCC8/0 220 nd SCC8/0 358 nd 0/0
96 64,91 1 0/0 221 nd SCC8/0 360 nd SCC8/scc8
98 72,67 1 scc8/0 224 77,69 1 SCC8/0 362 47,03 | 2 |SCC8/scc8
100 64,70 1 scc8/0 228 nd SCC8/0 363 53,561 | 2 |SCC8/scc8
102 60,52 1 scc8/0 229 64,68 1 SCC8/0 366 4939 | 2 SCC8/0
107 nd SCC8/0 230 48,23 2 0/0 367 6581 | 1 0/0
114 nd scc8/0 244 64,03 1 0/0 374 47,18 | 2 SCC8/0
121 71,05 1 0/0 245 68,05 1 0/0 375 64,46 | 1 0/0
125 66,77 1 scc8/0 250 nd 0/0 381 71,16 | 1 0/0
129 nd 0/0 259 49,76 2 SCC8/0 389 7157 | 1 scc8/0
130 68,22 1 0/0 270 67,10 1 scc8/0 397 nd SCC8/scc8
141 45,87 2 SCC8/0 280 46,95 2 SCC8/0

Tabela 2. Classificacdo fenotipica e genotipica de grupos de individuos do apirénicos (GA) e com semente
(GS) da populagdo 154, de cultivares de uva de mesa apirénicas e de selecBes apirénicas. %MS:
porcentagem de matéria seca; CF: classe fenotipica e nd= valor ndo determinado.

Individuo | %M.S. CF Genotipos Individuo %M.S. CF Gendtipos

CG 87746 >35,00 4 SCC8/0 Canadice >35,00 4 SCC8/scc8

SV 12327 <55,00 1 scc8/0 Flame Sds. >35,00 4 SCC8/?
GA20 31,45 4 SCC8/scc8 Reliance >35,00 4 SCC8/?
GA22 32,28 4 nd Ruby Sds. >35,00 4 SCC8/?
GA24 28,12 4 SCC8/scc8 Muscat Sds. >35,00 4 SCC8/scc8
GA27 27,10 4 scc8/0 Autumm Royal >35,00 4 SCC8/?
GA34 32,29 4 SCC8/scc8 Fantasy >35,00 4 SCC8/?
GA43 29,60 4 SCC8/scc8 Superior >35,00 4 SCC8/scc8
GA56 30,39 4 SCC8/scc8 Crimson Sds. >35,00 4 SCCs8/?
GA72 0,00 4 SCC8/scc8 Maroo >35,00 4 SCC8/scc8
GA80 32,03 4 SCC8/scc8 Saturn >35,00 4 SCC8/?
GA145 31,57 4 SCC8/scc8 Centennial >35,00 4 SCC8/?
GA160 27,95 4 SCC8/scc8 Thompson Sds. >35,00 4 SCCs8/?

Tabela 2. Continuacéo...

GS19 | 60,70 1 scc8/0 Selecéo 1 >35,00 4 SCcC8/?
GS48 57,73 1 SCC8/scc8 Selegédo 2 >35,00 4 SCC8/?
GS49 61,69 1 scc8/0 Selegéo 3 >35,00 4 SCC8/?
GS69 57,95 1 scc8/0 Selecdo 5 >35,00 4 SCC8/?
GS9%4 60,28 1 scc8/0 Selegdo 6 >35,00 4 SCC8/?
GS112 64,20 1 scc8/0 Selegdo 7 >35,00 4 SCC8/?




GS114 56,95 1 SCC8/scc8 Selegédo 8 >35,00 4 SCC8/?
GS134 59,30 1 scc8/0
GS149 57,02 1 scc8/0
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