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Introducao

Microssatélites sdo sequéncias de 1la 4 pares de bases repetidas e adjacentes e
cuja presenca no genoma vegetal foi demonstrada em 1983 por Delseny et al. O que
distingui os microssatélites é a sua natureza multi-alélica, codominante, abundancia e ampla
distribuicdo no genoma. Estas sequéncias apresentam alto grau de polimorfismo no nimero
de vezes que repetem, gerando polimorfismo dos tamanhos de fragmentos amplificados por
primers especificos para as regioes que flanqueiam estas repeticoes.

Devido a estas caracteristicas, em revisdo realizada por Sefc et al. (2001), os
marcadores microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) sdo 0s mais utilizados para
a identificacdo de cultivares de videira, permitindo também a reconstrucdo de pedigrees,
construcéo de mapas genéticos, identificacao de sinbnimos e fingerprintings.

A descricdo de uma cultivar pode ser feita a partir de descritores fenotipicos,
entretanto estes estéo sujeitos a limitagdes, entre elas a interagéo genotipo X ambiente no
caso de caracteristicas quantitativas e a dificuldade de distinguir espécies de base genética
estreita. A utilizacdo de técnicas moleculares na obtencdo de fingerprintings para a
caracterizacdo de cultivares, oferecem uma elevada preciséo pois acessam a variabilidade
diretamente ao nivel do DNA e permitem a obtencdo de grande nimero de descritores nao
influenciados pelo ambiente e estadio de desenvolvimento da planta.

Marcadores SSR vem sendo amplamente utilizados no Laboratorio de Biologia
Molecular Vegetal da Embrapa Uva e Vinho (LBMV) como ferramentas auxiliares ao
programa de melhoramento genético de videiras (PMGV). Permitindo exames de
similaridade (identificacdo de sinénimos, isto €, gendtipos iguais conhecidos por nomes
diferentes), a recuperacdo de genealogias e também a protegdo intelectual de materiais
desenvolvidos na Embrapa Uva e Vinho.

Neste trabalho, a equipe do LBMV da Embrapa Uva e Vinho apresenta resultados
referentes a utilizacdo de SSRs para: exame de similaridade, recuperacéo de genealogias e
fingerprintings de cvs., a fim de realizar o registro de propriedade intelectual.
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Materiais e Métodos

A extracdo de DNA de folhas de videira foi realizada conforme Lodhi et al. (1994).
Para a PCR utilizou-se: 9 ng de DNA, 250 nM de dNTPs, DMSO 5%, 20 pMoles de primers,
0,4 U de Tth DNA polimerase (Biotools), tampédo da enzima e 2 mM MgCL em um volume
final de 20 m.

A amplificacéo foi realizada com temperaturas de pareamento variando entre 62 a
47°C dependendo do primer utilizado, sendo reduzida em 1 °C por ciclo nos primeiros 5
ciclos. A desnaturacao inicial foi feita a 94 °C por 5 min e as subsequentes por 1 min. A
extenséo foi realizada a 72 °C por 1 min. Ao total foram realizados 35 ciclos de amplificagéo.

No teste de similaridade, as estimativas dos coeficientes das distancias genéticas
foram obtidas conforme Bowcock et al. (1994). O dendograma foi gerado pelo método de
Agrupamento hierarquico UPGMA. A estimativa da probabilidade das cvs. Catalunha e
Thompson Seedless (Sds.) serem idénticas foi obtida conforme Paetkau et al. (1995). Os
calculos foram realizados utilizando os programas de andlise de dados Identity (Wagner &
Sefc, 1999; www.boku.ac.at/zag/identity.htm), NTSYS e Excel.

Os fragmentos amplificados foram resolvidos em gel de poliacrilamida 6%, 7 M de
uréia, utilizando-se 80W de poténcia por 2,5h em cuba de eletroforese vertical. E a

coloragéo foi realizada com nitrato de prata conforme Creste et al. (2001).

Resultados e discusséo

Exame de similaridade

Um teste de similaridade entre as cultivares Catalunha e Thompson Sds. foi
realizado no LBMV, devido a demanda indicada por produtores, de verificar a possibilidade
de padronizar a nomenclatura dessas cultivares. Catalunha € uma cultivar de uva sem
semente, introduzida no Vale do Submédio S&o Francisco, entre 1980 e 1990, misturada a
lotes de mudas de Red Globe, importadas da Califérnia - EUA. N&o tendo sido identificada,
foi regionalmente denominada com o nome da Fazenda Catalunha, onde fora plantada
inicialmente. Mais tarde verificou-se sua semelhanca ampelografica com Thompson Sds.

Amostras de DNA das cvs. Catalunha, Thompson Sds. e outras 14 cvs. de uva sem
semente foram extraidas. Um screening de primers polimérficos foi realizado com 18 locus
SSR (WWMD 6, 7, 17, 19, 24, 25, 26, 29, 30, 31, 32, 34, 35, 36 e 37; VVS 3, 4, 29) para
Catalunha, Thompson e Centennial. Para 5 locus de SSR polimorficos (VWMD 6, 7, 31, 32 e
VVS29) todas as 16 cvs. foram testadas. O teste de similaridade detectou sempre marcas
de mesmo padrdo nas cvs. Catalunha e Thompson Sds. As estimativas da diversidade
genética entre as 16 cultivares (Figura 1) indicam que Catalunha e Thompson Sds. sédo
iguais. Esse resultado é confirmado pela estimativa da probabilidade de identidade, no qual

obteve-se 99,9% de probabilidade de Catalunha e Thompson Sds. serem idénticas.
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Exame de paternidade e recuperacéo da genealogia da cultivar BRS Clara

Esta demanda surgiu da necessidade de se recuperar a genealogia da cultivar elite
denominada BRS Clara. O teste de paternidade iniciou com 18 supostos genitores e 13 loci
SSR foram utilizados (VVMD 6, 7, 13, 19, 21, 25, 26, 29, 32, 34; VVS 3, 4 e 29). ApOs
andlise dos padrdes de amplificacdo, foram inicialmente excluidos 11 individuos. Dentre os
sete restantes, seis eram irmédo completos, fato que inviabiliza o cruzamento entre esses
devido a depressdo endogamica e o outro Centennial. Assumindo-se, pela razao referida,
Centennial como um dos genitores foi possivel excluir mais 4 individuos. Restaram desta
forma duas possibilidades de cruzamento: Centennial x CNPUV 154-147 ou Centennial x
CNPUV 154-90. A dificuldade em distinguir CNPUV 154-147 de CNPUV 154-90 ocorre
devido a estreita base genética entre eles. Para diferenciacdo molecular entre esses dois
individuos seriam necessarios um numero maior de loci SSR. Com base na experiéncia do
melhorista do PMGV da Embrapa Uva e Vinho, detectou-se que os genitores da BRS-Clara
sdo CNPUV 154-147 e Centennial. Chegou-se a essa conclusao, pois Centennial e CNPUV
154-90 ndo possuem sabor moscatel caracteristico da BRS-Clara e presente em CNPUV
154-147. Na figura 2 a BRS-Clara esta ao lado de seus genitores sendo possivel visualizar

os alelos herdados de cada um deles.
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Estabelecimento de perfil genético molecular da Cultivar BRS-Cora.

Um perfil genético-molecular foi gerado para ser utilizado como descritor molecular

da cultivar de uva para processamento BRS Cora, utilizando-se 20 loci SSR. O perfil

genético-molecular obtido para a cultivar BRS Cora, comparado com os perfis de outras

duas cultivares de uva para processamento, estd apresentado na Tabela 1 e na Figura 3.

Tabela 1. Perfil de alelos amplificados para a

cultivar BRS Cora, utilizando 20 loci de “¢= 330pb
marcadores microssatélites (SSR). As cultivares '
Isabel Precoce e BRS RuUbea foram utilizadas D36
como padrdo para comparacdo em virtude da '
semelhanca fenotipica de ambas, com a nova 2
cultivar (alelos em pares de base). 8203 el LB '8%

Locus SSR | BRS Cora | I.Precoce |BRS RuUbea rroeree I D34 =
VRZAG 12 151 151 |477 |177 |141 [141 e gva W= !
VRZAG 14 |138 [138 [138 [138 [138 [138 « D13 D2 e
VRZAG 15 166 (166 |166 |183 |166 |183 . D5

VRZAG 21 199 (202 [(202 |208 |202 |208 L . ) |
VRZAG 25 |[237 [238 [237 [238 [237 [237 l' D29 ]
VRZAG 62 188 | 203 | 203 | 206 [203 |206 pa—- -

VRZAG 79 | 236 | 258 | 235 | 246 |246 |258 200ph v

VRZAG 83 188 (200 |188 |190 |188 |188 '

wégc;% %22 %gg ;gg ggg %gi %gz Figura 3. Perfil genética-molecular da cultivar BRS
VWND 7 538 1246 | 231 | 246 238 246 Cora comparado com as cultivares Isabel
VWND 8 160 | 160 | 139 | 164 |164 |164 Precoce e BRS Rubea. Amostras: 1 - BRS Cora,
VVND 13 215 | 218 | 205 | 215 |215 |218 2 - Isabel Precoce e 3 - BRS RuUbea. Setas
VWD 21 246 | 246 | 246 | 246 |246 |246 indicam tamanho em pares de base do fragmento
VVMD 24 209 [209 [208 [208 [208 [217 de DNA no marcador de peso molecular 10pb
VVMD 25 238 [ 240 | 240 [249 [240 |240 Invitrogen. D = Abreviatura de VVMD .

VVMD 29 203 | 203 | 203 [203 [203 |203

VVMD 32 248 | 248 | 248 |[248 |[248 |248

VVMD 34 239 |239 [239 [239 (239 (239

VVMD 36 265 [265 |262 |269 |255 |[265




Conclusao

O teste de similaridade realizado com marcadores SSR confirmou a identidade
genotipica entre as cvs. Catalunha e Thompson Sds., sendo possivel padronizar a
nomenclatura das mesmas. Da mesma forma foi possivel recuperar a genealogia da cultivar
BRS Clara, material que devido a suas caracteristicas favoraveis tornou-se importante no
programa de melhoramento. Um perfil molecular para a cv. BRS Cora foi criado permitindo
distingui-la de outros materiais, complementando o seu registro junto ao INPI e permitindo
assim, rastrear a identidade genética desta cultivar, certificar mudas e garantir a propriedade
intelectual do material. O mesmo trabalho foi realizado para outras trés cvs. de uvas de
mesa apirénicas (dados ndo mostrados), entre elas a BRS Clara. A utilizacdo de descritores

moleculares sdo uma novidade na area registro de propriedade intelectual de cvs. no Brasil.
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