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RESUMO

STRIOTO, Danuza Kelly. M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de
2014. Avaliacdo da estabilidade genética da uva cultivar Itélia (Vitis vinifera L.)
Professora Orientadora: Claudete Aparecida Mangolin. Professores Conselheiros:
Maria de Fatima Pires da Silva Machado e Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.

O género Vitis L. é bastante diverso e se encontra distribuido pelas regides
temperadas e subtropicais do mundo. Dentro da espécie Vitis vinifera L., temos a
cultivar Italia, obtida por meio do cruzamento de Bicane com Moscatel de Hamburgo.
Apesar das uvas da cultivar Itdlia serem propagadas vegetativamente a ocorréncia
de mutacbes somaticas parece ser um evento frequente, promovendo alta
variabilidade genética. A proposta do presente estudo foi avaliar a estabilidade
genética da cultivar Italia, estudando duas classes diferentes de sequéncias de DNA,
0s microssatélites, também chamados de sequéncias simples repetidas (SSR), e as
regides que estdo entre as sequéncias simples repetidas (ISSR), de amostras
coletados em trés propriedades do municipio de Marialva e de uma propriedade do
municipio de Sarandi-PR. Para avaliar as primeiras sequéncias, foram utilizados 13
pares de primers. Para estes locos estudados, observamos 27 alelos (2,08
alelos/loco) e as evidéncias sao de um numero reduzido de alelos. O polimorfismo
obtido para as amostras estudadas com SSR foi de 61,54%. Os parametros de
diversidade genética apontam para um aumento de heterozigotos nas amostras dos
guatro acessos da cultivar Italia (valores negativos de Fs foram observados para 8
dos 13 locos analisados), o valor médio do Fs foi de -0,3404. O valor de Fsr foi de
0,0688, indicando moderada diferenciacdo entre os acessos. Os valores de
similaridade genética variaram de 0,8516 (entre os acessos 2 e 4) a 0,9884 (entre os
acessos 1 e 3). A andlise das sequéncias SSR possibilitou a discriminacdo entre as
amostras da cultivar Italia e foi possivel constatar que as amostras desta cultivar se
mantém geneticamente estaveis. Para o estudo das sequéncias ISSR, foram
utilizados 14 primers, os quais amplificaram 135 segmentos de DNA. O polimorfismo
obtido para este marcador foi de 80%. Apesar do alto polimorfismo, as relacdes de
similaridade e de distancia genética de Nei entre 0s quatro acessos apontam para
uma baixa diferenciacdo entre eles, sendo que os valores de similaridade variaram

de 0,9503 (entre os acessosl e 4) a 0,9801 (entre os acessos 2 e 3). O valor de
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similaridade genética calculado por meio do coeficiente de Jaccard para as 57
amostras da cultivar Italia variou de 0,8358 a 1,0000. Para os dois marcadores,
também foi realizada uma andlise bayesiana e os resultados desta analise indicam
gue as 57 plantas dos quatro acessos foram organizadas em 3 grupos diferenciais
de alelos. Os resultados de nosso estudo apontam que a cultivar Italia tem se
mantido geneticamente estavel. Este fato pode ser constatado pelo numero de
alelos observados em analise realizada em 2006 (2,12 alelos) e em 2012 (2,08
alelos). Com o0s nossos resultados, pode-se constatar que o marcador SSR
possibilitou discriminar os quatro acessos da cultivar Italia, contrariando as
evidéncias de que os marcadores microssatélites ndo sdo adequados para
discriminar amostras geneticamente muito similares e que, apesar do alto
polimorfismo presente nas sequéncias ISSR, este marcador apontou para uma baixa

discriminagao para as plantas dos quatro acessos coletados.

Palavras-chave: Vitis vinifera L., cultivar Italia, microssatélites, ISSR, estabilidade

geneética.



ABSTRACT

STRIOTO, Danuza Kelly. M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, February 2014.
Evaluation of the genetic stability in grape of cultivar Italia (Vitis vinifera L.)
Adviser: Claudete Aparecida Mangolin. Commitee Members: Maria de Fatima Pires
da Silva Machado and Maria Claudia Colla Ruvolo Takasusuki.

The genus Vitis L. is not only highly diverse but is also distributed in many temperate
and subtropical regions. The cultivar Italia (Vitis vinifera L.) by cross-breeding
between Bicane and Moscatel de Hamburgo. Although grapes of the cultivar Italia
are vegetally propagated, somatic mutations are rather frequent, with great genetic
variability. Current research evaluated the genetic stability of the cultivar Italia by
analyzing two different classes of DNA sequences, namely, the microsatellites or
simple repeated sequences (SSR), and the regions between the simple repeated
sequences (ISSR) of samples collected in three plantations in the municipality of
Marialva and one in Sarandi PR Brazil. The first sequences were evaluated by using
13 pairs of primers. Loci studied registered 27 alleles (2.08 alleles/locus) and
evidence of a reduced number of alleles. Polymorphism of the samples under
analysis with SSR was 61.54%. Genetic diversity parameters indicated an increase
of heterozygotes in the samples of the four accesses the cultivar Italia (negative rates
of Fis were reported for 8 out of the 13 loci analyzed), with mean rate of Fis as -
0.3404. Since Fst rate was 0.0688, a moderate differentiation between accesses was
indicated. Genetic similarity rates varied between 0.8516 (between accesses2 and 4)
and 0.9884 (between accesses 1 and 3). The analysis of SSR sequences
discriminated samples of the cultivar Italia and established the genetic stability of the
samples of this cultivar. Fourteen primers were used for the study of ISSR sequences
which amplified 135 DNA segments. The polymorphism for this marker was 80%. In
spite of this high polymorphism, relationships of similarity and Nei genetic distance
between the four accesses indicate low differentiation, with similarity rates ranging
between 0.9503 (between accesses 1 and 4) and 0.9801 (between accesses 2 and
3). Genetic similarity rates calculated by the coefficient of Jaccard for 57 samples of
the cultivar Italia ranged between 0.8358 and 1.0000. A Bayesian analysis performed

for the two markers showed that the 57 plants of the 4 accesses were organized into
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3 allele differential groups. Results show that the cultivar Italia has maintained itself
genetically stable, provided by the number of alleles in 2006 (2.12 alleles) and in
2012 (2.08 alleles). With our results we cansee that the marker SSR allowed to
discriminate the four accesses the cultivar Italy, contrary to the evidence that
microsatellite markers are not suitable to discriminate genetically very similar
samples, and that despite the high polymorphism present in ISSR sequences, this
marker pointed to a low discrimination for plants of the four accesses collected.

Keywords: Vitis vinifera L.; cultivar Italia; microsatellites; ISSR; genetic stability.

Xi



1. INTRODUCAO

Sousa (1996) relata que a videira esta entre as plantas mais antigas
cultivadas pelo homem e o ser humano, desde os primordios de sua existéncia, ja se
alimentava dos frutos desta planta. Com o passar do tempo, 0 homem aprendeu a
fabricar produtos a partir da uva, como o vinho, a passa e o suco. De acordo com 0
mesmo autor, esta cultura teve sua origem ha cerca de quatro milhdes de anos, no
periodo Terciario, nos territérios hoje correspondentes a Gedrgia, Arménia e
Azerbaijao, e, a partir desse ponto, as videiras primitivas dispersaram-se para duas
direcbes, uma Américo-Asiatica e outra Euroasiatica. De acordo com Ambrosi et al.
(1994) e Jackson (1994), as uvas foram cultivadas pelos egipcios, por volta de 4.700
anos antes de Cristo, com evidéncias para a producao de vinho na Mesopotamia no
ano 3.000 antes de Cristo. Segundo Pio Corréa (1926), foi por volta do ano 600
antes de Cristo que o homem aprendeu a podar a videira e com iSSO aumentar a
producéo e o sabor do fruto. Mas foram os romanos que transformaram a viticultura
em um comércio lucrativo.

O género Vitis L. é bastante diverso. Contém de 40 a 60 espécies na Asia,
cerca de 25 na América do Norte e uma espécie na Europa, a Vitis vinifera L. Esta
Ultima é a principal espécie cultivada hoje, enquanto as outras sdo utlizadas
basicamente para programas de melhoramento de porta-enxerto e cultivares
resistentes aos fungos. Estima-se que existe 6.000 cultivares de V. vinifera L.
(Alleweldt e Dettweiler, 1994) e destas menos de 400 sdo comercialmente
importantes (Galet, 2000).

Segundo Sousa (1959), no Brasil a videira foi introduzida no ano de 1532 e,
na regido Noroeste do estado do Parand, o cultivo da uva fina de mesa da variedade
Itélia teve seu inicio na década de 60 (Camargo, 1998), no municipio de Marialva -
PR, no ano de 1962, pela colénia japonesa (Oliveira-Collet, 2003). Mesmo com a
reducdo da producédo nos ultimos anos, segundo os dados do Departamento de
Economia Rural-SEAB-PR, 2012, o Paran& passou do 4° para o 5° lugar entre 0s
estados mais produtores. Esta informacdo é em relacdo ao ano de 2010, mas a
viticultura continua sendo uma atividade importante para a regido noroeste do
estado (Mello, 2010).



Uma variedade de videira, de acordo com Pelsy (2010), consiste em um
conjunto de clones, originados por propagacdo vegetativa a partir de uma Unica
videira selecionada. A maioria dos clones de uma variedade é idéntico, mas alguns
clones podem mostrar genoétipos divergentes e muitas vezes pode-se observar
também fendétipos diferentes. Os clones que apresentam variagfes fenotipicas sao
muitas vezes observados e considerados como parte da mesma variedade e,
guando os clones da mesma variedade apresentam fenétipos diferentes, eles sédo
agrupados como diferentes cultivares (Boursiquot e This, 1999). Nas regides Norte e
Noroeste do Parand séo cultivadas quatro variedades de uvas finas de mesa do
grupo Italia, sendo elas: Italia - coloracdo verde; e as de cor: Rubi - coloragéo
rosada, Benitaka - coloracdo rosada intensa e Brasil - coloracdo preta. Nestas
regides, o surgimento de cultivares de cor a partir da cultivar Italia é explicado pela
ocorréncia de mutacao somatica (Camargo, 1998).

Trabalhos com uvas da cultivar Italia, realizados por Orasmo et al. (2007),
Maia et al. (2008) e Maia (2009), indicaram que, apesar de propagadas,
vegetativamente, elas apresentaram alta variabilidade genética, sendo que a
exposicao constante a agrotoxicos pode contribuir para tais resultados e também em
parte esta alta diversidade genética pode ser determinada pela presenca de
elementos transponiveis (TES), causando alteracdes somaticas e contribuindo,
assim, com a instabilidade genética nas parreiras de uvas da cultivar Italia.

Frente ao exposto, este estudo foi realizado com o objetivo de verificar a
estabilidade das videiras da cultivar Italia da regido de Marialva e Sarandi, uma vez
gue estas, apesar de serem propagadas vegetativamente, sdo descritas como
apresentando alta variabilidade. Para a obtencdo desta informacédo, a diversidade
genética foi avaliada em duas classes diferentes de sequéncias de DNA, os
microssatélites, também chamados de sequencias simples repetidas (SSR), e as
regides que estdo entre as sequéncias simples repetidas (ISSR). Para isso, foram
coletadas amostras da cultivar Italia de trés propriedades do municipio de Marialva e
uma do municipio de Sarandi, ambas as cidades do estado do Parana. A analise de
sequéncias de SSR e ISSR fornecera informacfes da variabilidade e similaridade
genética entre 0s acessos desta espécie e, com estas informacgdes, poderemos fazer
comparacdes com dados ja obtidos, confrontando as propostas de estabilidade ou

diversidade genética para as amostras da cultivar Italia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Uva ltélia (Vitis vinifera L.)

A viticultura é referida como uma das mais antigas atividades de agricultura
(Sousa, 1959). Segundo Sousa (1996), o homem ja consumia os frutos das videiras
antes destes serem utilizados para a producéo de vinhos e, no final do século XIX, a
producéo de uva de mesa tornou-se de grande importancia. De acordo com Janick e
Moore (1975) e Sousa (1996), a videira Vitis vinifera L., assim como outras espécies
do género, estdo distribuidas pelas regidées temperadas e subtropicais do mundo,
exibindo variacdbes como: qualidade dos frutos, resisténcia a patdégenos e
produtividade, o que garante um elevado potencial de variabilidade genética que
pode ser explorado por meio de estratégias de melhoramento, por reproducao
sexuada.

A videira esta classificada no grupo Cormofitas, da divisdo Spermatophyta,
da subdivisdo Angiospermae, da classe Dicotyledoneae, da ordem Rhamnales, da
familia Vitaceae, do género Vitis. Segundo Souza (1996), dentro da familia Vitaceae,
0 género Vitis € o unico de importancia econdmica, social e historica e a ele
pertencem todas as videiras selvagens ou cultivadas.

Até a metade do século XX, conforme Camargo (1998), o cultivo da uva no
Vale do Submeédio Séo Francisco era limitado a exploracéo familiar. Foi somente por
volta de 1950 que surgiram os primeiros empreendimentos comerciais. Dados do
Departamento de Economia Rural-SEAB-PR (2012) registraram que no Brasil a area
cultivada com videiras ocupa 80.651 ha e a producdo passa de 1,4 milhdo de
toneladas. Os principais estados produtores sédo: Rio Grande do Sul, Pernambuco,
Sao Paulo, Santa Catarina, Parana, Bahia e Minas Gerais.

Com a producdo de uva ltalia, a partir da década de 60, a viticultura
brasileira consolidou-se como atividade econdmica. A cultivar Italia foi desenvolvida
pelo melhorista Angelo Pirovano, na Italia, por meio do cruzamento de Bicane com
Moscatel de Hamburgo, realizado em 1911 (Sousa, 1996). No Brasil, a videira foi
inicialmente introduzida em S&o Paulo, pela expedicdo colonizadora de Martin
Afonso de Souza, em 1532 (Sousa, 1959). No Parand, o cultivo da uva Itélia teve
inicio na década de 60 (Camargo, 1998), mas precisamente na regido noroeste do

estado. Os primeiros parreirais plantados foram no municipio de Marialva-PR, nas

3



propriedades das familias Yamanaka e Wakita, no ano de 1962, e foram
provenientes de material propagativo do municipio de Ferraz de Vasconcelos-SP
(Oliveira-Collet, 2006).

A cultura da uva ainda tem sido considerada uma atividade importante para
o desenvolvimento da regido noroeste do estado e o municipio de Marialva é
conhecido como a capital da Uva Fina de Mesa, com uma producéo anual de 35.000
toneladas em 1.000 ha de parreiras, envolvendo cerca de 1.000 familias na
atividade. Mas, nos ultimos 10 anos, a area de producao de uva diminuiu cerca de
1/3, em razao do crescimento de outras atividades rurais, como a floricultura e a
horticultura, e ainda pela grande oportunidade de emprego na regido metropolitana
de Maringa (Emater-PR, 2013).

Houve, em 2012, de acordo com os dados estatisticos disponiveis no portal
do IBGE, uma reducéo de 0,52% na producédo de uvas no Brasil, em relacdo ao ano
de 2011, e a maior reducdo da producédo ocorreu no estado do Parana (-32,86%).
Também ocorreu reducédo de producdo nos estados da Bahia (-4,80%) e de Séo
Paulo (-0,18%). Em relacdo ao ano de 2011, em Pernambuco, Minas Gerais, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, houve um aumento da producédo de uvas de 7,71%,
3,09%, 4,64% e 1,29%, respectivamente. Em 2012, a producdo destinada ao
processamento (vinho, suco e derivados) foi de 830,92 milhdes de quilos, o que
representa 57,07% da producdo nacional. O restante da producdo (42,93%) foi
destinado ao consumo “in natura”.

No Parana, segundo dados do DERAL-SEAB, no ano de 2012, as uvas de
mesa e para a transformacao agroindustrial representaram 6,2% do volume de frutas
produzidas, com os parreirais distribuidos em 6,1 mil hectares. As colheitas

proporcionaram 105,0 mil toneladas de uvas.

2.2. Propagacado vegetativa: estabilidade e variabilidade genética em Vitis

vinifera L.

Alleweldt e Dettweiler (1994) descrevem a videira como uma planta milenar,
tendo evoluido de modo a adaptar-se as mais diversas situacdes de propagacao e
cultivo. Segundo os referidos autores, a videira é uma das mais antigas culturas
agricolas e tem sido cultivada para a producao de frutas de mesa, frutas secas, suco

e vinho. O nimero de materiais referenciados como variedades mantidas em



colecbes de germoplasma em todo o mundo foi estimado em aproximadamente
10.000, e a maioria destes materiais pertencem as espécies europeias de Vitis
vinifera L. O grande numero de variedades é provavelmente o resultado de varios
processos, como: varios centros de domesticacdo de Vitis silvestris selvagens e
locais (Arroyo-Garcia et al., 2006), subsequentes cruzamentos entre videiras
domesticadas e videiras selvagens locais, a velha préatica de producdo de mudas de
cruzamentos espontaneos e, em menor grau, durante o século passado, o
melhoramento convencional (Pelsy, 2010).

Hidalgo (1993) registrou que a videira pode ser propagada de duas formas:
sexuada (por semente) ou assexuada (por via vegetativa). O referido autor destacou
gue as sementes sdo Uteis para o melhoramento genético, para a obtencdo de
novas variedades, mas que a propagacao de videiras por meio de sementes tem
sido desvantajosa para o produtor, pois as novas plantas apresentam vigor,
produtividade e qualidade dos frutos inferiores aos da planta-mée. O outro fator
considerado desvantajoso deste processo € a demora na formacédo do fruto para
colheita. Por outro lado, a propagacao vegetativa que se baseia na facilidade que os
ramos tém de emitir brotos e raizes. Tem sido considerada util porque as plantas
filhas tém as mesmas caracteristicas da planta mae e, desde que ndo ocorram
mutacdes somaticas nas células geradoras que deram origem ao clone, a prole sera
idéntica aos progenitores (Hidalgo, 1993; Forneck, 2005).

A reproducdo clonal € o mesmo que a reproducdo assexuada ou
propagacdo sem meiose. Segundo Forneck (2005), a clonalidade é um conceito
dindmico, onde a variacdo genética € introduzida por inGmeros mecanismos, para
garantir uma estratégia de vida assexuada, mantendo a variacdo e fornecendo um
sistema aberto de adaptacdo e selecdo. Segundo este autor, para uma cultura de
plantas lenhosas e perenes, como € o caso das videiras, a clonalidade é usada para
manter genotipos idénticos e de interesse. Esta € uma estratégia conservativa,
utilizada para obter cépias originais do parental e por selecdo clonal selecionar
novos clones de cultivares. Apdés as mudas serem selecionadas, estas séo
multiplicadas por propagacéo vegetativa. A propagacao vegetativa vem sendo usada
na viticultura como uma aliada, para a adaptacédo a diferentes climas e tipos de solos
e, também, no controle de pragas e doencas do solo. Uma técnica importante de
propagacdo € a estaquia, por proporcionar a multiplicacdo de plantas-matrizes

escolhidas (Meletti, 2000), sendo um método simples e rapido para obter plantas
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adultas. Segundo Higashi et al. (2000), a estaquia facilita a proliferagdo de genétipos
desejados. Por ndo sofrer a meiose, os rametes (brotagBes originarias da planta
méae) sdo geneticamente idénticos aos ortetes (planta mée) e as variagdes
fenotipicas que possam existir entre os rametes dentro de um clone séo,
provavelmente, de origem ambiental ou por fatores relacionados ao propagulo, como
o tamanho da estaca, o periodo que as estacas sdo coletadas e as condicbes em
viveiro.

Para a videira, que é uma cultura tdo importante, a propagacdo vegetativa
tem sido o método preferido, perpetuando castas selecionadas desde os tempos dos
romanos. Esta informacdo esta relatada nos livros Il e IV do escritor agricola
romano Columella (Robinson, 2006). As cultivares ou variedades de videiras atuais
(Vitis vinifera L.) sdo compostas de clones com caracteristicas ampelograficas
homogéneas, isto €, compartilham caracteristicas morfologicas comuns e a distin¢ao
destas é observada apenas por pequenas diferengas (Pelsy, 2010).

Uma variedade de videira, de acordo com Pelsy (2010), consiste em um
conjunto de clones, originados por propagacao vegetativa a partir de uma unica
videira selecionada, portanto crescida a partir de uma unica plantula. Este autor
destaca que a maioria dos clones de uma variedade sao idénticos, mas que alguns
podem mostrar gendtipos divergentes e muitas vezes pode-se observar também
fendtipos diferentes. Quando os clones apresentam uma faixa aceitavel de variacéao
de fendtipos, eles podem ser considerados como parte da mesma variedade.
Quando os clones da mesma variedade apresentam fenoétipos diferentes, eles séo
agrupados como diferentes cultivares (Boursiquot e This, 1999).

A clonalidade ja foi estudada sob varios aspectos, envolvendo morfologia,
fisiologia, ecologia e evolucdo dos recursos naturais de plantas reproduzindo-se
assexuadamente. Os trabalhos de clonalidade das Ultimas décadas sao
relativamente limitados para plantas lenhosas e perenes (Rajora 1999; Schenk 1999;
Chung e Epperson 2000) e os dados foram reunidos na revisdo descrita por Eckert
(1999). A maioria das abordagens para estudar clonalidade focalizaram populacdes
de plantas em seu habitat natural (De Kroon e Van Groenendael, 1997), examinando
os efeitos de forcas seletivas ecoldgicas e do meio ambiente natural sobre as
populacdes. Um dos objetivos de analisar clones cultivados é a possibilidade de
selecdo clonal de gendtipos superiores. A videira (Vitis vinifera) € uma excelente

planta para estudar a clonalidade, tanto por causa de sua importancia econémica
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como da dependéncia da propagacdo vegetativa. As cultivares atuais é o resultado
da selecdo de genotipos melhorados de origem antiga, na maior parte gerados por
cruzamentos intencionais e espontaneos ha muitos séculos atras. Cada cultivar
antiga expressa distintos fenoétipos, resultando em conjuntos de clones
morfologicamente diferentes. Estes clones tém se espalhado pelo mundo ajustando-
se a diferentes ambientes e técnicas de cultivo. As causas discutidas para a variacao
clonal séo infecgbes por virus, policlonalidade e mutacdes (Forneck, 2005).

Forneck (2005) registrou que a videira tem sido utilizada como um modelo
para a investigacdo de clonalidade em plantas lenhosas e perenes, pois ela € uma
planta cultivada, propagada vegetativamente que ja € bastante investigada. O
referido autor destaca que os marcadores moleculares em combinagdo com
caracteristicas fenotipicas sdo usados para identificar os clones e que estes podem
ainda ser utilizados para quantificar a variacdo genética neutra dentro e entre
populacbes de clones. Ainda segundo este autor, o marcador mais poderoso
empregado para a analise de clonalidade em videira € o AFLP (polimorfismo no
comprimento do fragmento amplificado) e que menores resolucdes foram obtidas
com RAPD (DNA polimorfico amplificado ao acaso) e ISSR (regides inter sequencias
simples repetidas de DNA).

Forneck (2005) também ressalta, na sua revisdo, que as fontes de variacao
genética em clones de videira sdo multiplas e que o polimorfismo resulta
principalmente de mutacbes somaticas que ocorrem naturalmente durante o
crescimento da planta. Este autor relaciona os varios tipos de mutacdes
responsaveis pela diversidade genética entre os clones: mutacbes somaticas
pontuais, variacdo somaclonal, retrotransposons, quimerismo, mudancas
epigenéticas, grandes delecBes, recombinacbes mitdticas e até mesmo numero
variavel de repeticbes em sequéncias microssatélites. Todas estas alteracdes tem
sido avaliadas e confirmadas com o emprego de marcadores moleculares e a
estimativa de diversidade genética intravarietal foi possivel, uma vez que sistemas
de deteccdao de alta resolucéo tornaram-se disponiveis.

Pelsy (2010) registrou que as mutacdes somaticas, quando presentes, na
maioria dos casos, ndo afetam a planta como um todo, mas elas podem afetar
apenas uma camada de células, produzindo quimeras periclinais. O referido autor
salienta que tais estruturas ndo ameacam a aptidao da planta, sendo que estas sao

estaveis e mantidas por propagacdo vegetativa e que, ocasionalmente, rearranjos
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celulares na quimera podem levar a homogeneizagédo do gendtipo da planta inteira.
Através destes mecanismos moleculares e celulares, novos genotipos de clones séo
originados ao longo do tempo e desta forma as variedades de videira evoluem
(Pelsy, 2010).

Varias causas foram propostas por diferentes investigadores para explicar a
variagdo que ocorre entre os clones cultivados. Uma delas € de que diferentes
clones ndo sdo verdadeiros clones, mas sim uma populacdo de individuos muito
aparentados, talvez irmaos, de morfologia semelhante, conceito denominado
policlonalidade. A policlonalidade em cultivares lenhosos e perenes foi proposta ha
muito tempo, mas sO foi comprovada recentemente utilizando marcadores
moleculares. Este evento tem sido estudado com marcadores SSR (simples
sequéncias repetidas) que permitem a deteccdo clara de policlones (Vignani et
al.,1996; Silvestroni et al., 1997; Filippetti et al., 1999).

A outra proposta para explicar a variagdo que ocorre entre os clones
cultivados considera a interferéncia de patdgenos como virus que promovem Varios
fendtipos com gendtipos idénticos. As viroses contribuem para aumentar a
variabilidade fenotipica dentro de cultivares de videira. As videiras, em comum com
outras plantas lenhosas e perenes, estao sujeitas a infec¢des por virus e patégenos
semelhantes a virus. Ha varias doencas debilitantes causadas por viréides, fito ou
micoplasmas. Estudos realizados tem sugerido que o desempenho geral de clones
de videira é melhorado apds o saneamento do material vegetal (Mannini, 2000).

Forneck (2005) considera que a variacao clonal também pode ser induzida
por meio de mutacdes que ocorrem e induzem mudancas genéticas estaveis. Estas
alteracdes genéticas sdo visualizadas por meio da observacdo de alteracbes na
morfologia ou pelo uso de marcadores moleculares. Ha abundante evidéncia para a
ocorréncia de mutacdes somaticas em plantas (Klekowski e Godfrey,1989) e
variacdo genética molecular foi encontrada entre clones naturais em varias espécies
de plantas. Variagcbes somaticas sdo mais comuns em locos com alta taxa de
mutacdo, como, por exemplo, em sequéncias de microssatélites (Schlotterer et
al,1998; Udupa e Baum, 2001).

Forneck (2005) considerou que, mesmo sendo a reproducdo sexuada o
mecanismo que impulsiona a evolucdo das plantas de modo geral, inclusive das
videiras, a propagacdo vegetativa aumentou o impacto de mutagbes somaticas e

este mecanismo tem sido importante para a manutencdo da diversidade das
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videiras. A selecdo clonal de individuos superiores identificados pelos produtores
conduziu a producdo de muitos clones com fenoétipos diferentes, mas mantendo o
mesmo nome do cultivar original. Algumas das mutacdes existentes sdo mantidas
em um estado quimérico, afetando apenas algumas camadas de células individuais
(Franks et al., 2002). Assim, o fenétipo da planta é o resultado da combinacdo de
diferentes células com gendtipos diferentes.

Elementos transponiveis (TES) séo descritos como 0s maiores contribuintes
para propulsionar a variabilidade do genoma e, com isso, promover mutagdes
somaticas (Collier e Largaespada, 2007; Deragon et al., 2008). Provavelmente, os
TES apresentam um importante papel na domesticacdo e melhoramento genético da
videira. Para Benjak et al. (2008), existe uma grande variedade de familias de
transposons, que sao importantes para a formacao do genoma da videira.

A cultivar Itdlia vem sendo mantida por propagacdo vegetativa, mas a
ocorréncia de mutacbes somaticas parece ser um evento frequente. Kishino e
Mashima (1980) relataram que mutacdes somaticas em plantas de Italia cultivadas
na regido de Marialva-PR originaram as cultivares Rubi e Benitaka. Em Florai,
também no Parana, foi descrito por Goncgalvez (1995) o surgimento da cultivar Brasil,
através de mutacdo somatica nas parreiras da cultivar Benitaka. Relatos indicam que
as mutacdes ocorridas ndo sdo muito estaveis, pois, em algumas localidades no
Parand, aconteceram reversdes, enquanto em outros lugares as plantas parecem
ser estaveis (Oliveira-Collet et al., 2006).

A anadlise de isozimas de 7 sistemas enzimaticos, segundo Oliveira-Collet
(2005), indicou uniformidade genética nas cultivares Italia, Rubi, Benitaka e Brasil,
conforme trabalho de Maia et al. (2008), que indica a similaridade genética entre as
4 cultivares, quando estas foram avaliadas utilizando o marcador RAPD. Ao contrario
disso, Maia (2009) mostrou que alguns clones da cultivar Italia apresentaram niveis
moderados de diferenciacdo genética (Fsr = 0,0648), mesmo sendo mantidos por
propagacdo vegetativa, indicando, portanto, que estes ndo sdo geneticamente

uniformes.

2.3. Marcadores moleculares em Vitis

A descoberta da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) facilitou a

visualizacdo de fragmentos especificos de DNA e, com essa facilidade e rapidez,



surgiram novos marcadores moleculares que impulsionaram novos dados para
diversas espécies (Caixeta et al.,, 2006). A identificacdo de cultivares usando
marcadores moleculares tem sido considerada mais eficiente, porque estes avaliam
diretamente o genotipo e existe maior variabilidade em nivel de DNA que comparado
com o nivel morfolégico (Thomas et al., 1993). Portanto, os marcadores sdo de
grande importancia nos programas de melhoramento, pois utlizados tanto para
mapear caracteristicas de interesse econdmico como para isolar genes especificos.
Como os marcadores moleculares sdo fragmentos especificos do DNA e sao
encontrados em regides especificas do genoma, eles podem ser identificados em
uma populacéo e vém sendo utilizados para investigar e identificar as videiras.

A literatura registrou muitos estudos utilizando marcadores, entre os quais
podemos citar o emprego de: RFLP (polimorfismo no comprimento dos fragmentos
clivados) (Blaich, 1989; Striem et al., 1990; Bourquin et al., 1992; Bowers et al.,
1993; Thomas et al., 1993), de RAPD (Jean-Jaques et al., 1993; Gorgocena et al.,
1993; Buscher et al., 1993; Buscher et al., 1994; Lodhi et al., 1997), de AFLP
(Cervera et al., 2000), daqueles que fazem uso de retrotransposons (D’onofrio et al.
,2010; Castro et al., 2011), de ISSR (Hassan et al., 2011; Zeinali et al., 2012; Jing e
Wang, 2013) e de SSR (Thomas e Scott 1993; Thomas et al., 1994; Bowers et al.,
1996; Sefc et al., 1999; DI Gaspero et al., 2000; Arnold et al., 2002). Os marcadores
baseados em microssatélites, como SSR e ISSR, sdo considerados importantes na
identificacdo de cultivares, sendo vantajosos, quando comparados com outros
marcadores, baseados em PCR, tais como RAPD e AFLP. Esta vantagem € devida

a alta reprodutibilidade (Goulédo e Oliveira, 2001).

2.3.1. Microssatélites ou marcadores SSR em Vitis

Tautz et al. (1986) descreveram que 0s genomas eucariotos sao repletos de
sequéncias simples repetidas, as quais consistem de um a seis nucleotideos
repetidos em tandem, sendo estas regides denominadas microssatélites, SSR ou
STR (Short Tandem Repeats). Morgante e Olivieri (1993) previram que, devido a
diversas caracteristicas dos microssatélites, tais como abundancia nos genomas
eucarioticos, alto nivel de polimorfismo, heranca mendeliana, codominancia, locos
especificos e a deteccdo baseada em PCR, estes marcadores se tornariam

poderosos marcadores para 0s seres humanos, animais e plantas. Segundo Tautz
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(1989) e Borém e Caixeta (2009), este marcador era considerado um dos grupos
mais polimoérficos de marcadores moleculares disponiveis no mercado.

O Polimorfismo de sete locos SSR foi avaliado em 12 clones de Vitis vinifera
L. cv. ‘Sangiovese’, uma antiga cultivar Italiana de uva de vinho (Vignani et al.,
1996). Estes marcadores mostraram que onze clones eram idénticos, mas o clone
SG T8 diferiu dos demais por um alelo em quatro locos. O estudo com
microssatélites sugeriu que, provavelmente, os onze clones idénticos foram
originados de um unico progenitor e que o compartilhamento de alelos de SG T8
com os demais clones avaliados € o que se espera para uma plantula pai ou irméa de
"Sangiovese,” sugerindo que esta cultivar possa ter origem policlonal. Estes autores
sugeriram que o marcador microssatélite apresenta bom potencial para resolver
problemas desta natureza.

Moncada et al. (2006) analisaram a diversidade genética intravarietal na
cultivar de uva de vinho ‘Cabernet Sauvignon’. Um total de 59 amostras de clones
obtidas de 7 paises (Franca, Chile, Espanha, Australia, Hungria, EUA e Italia) foi
analisado e neste estudo foram utilizados 84 marcadores SSR. Foram encontrados
18 locos polimérficos (21,4%) e na populacdo analisada foram identificados 22
genodtipos diferentes, que apresentaram similaridade genética superior a 97%. As
populacbes da Franca e do Chile, consideradas maiores, mostraram clara
divergéncia nos polimorfismos detectados. Os resultados obtidos com estes
microssatélites permitiram o rastreamento da dispersdo geografica, sustentando a
hipétese filogenética da Franca como centro de origem da diversificacdo de
‘Cabernet Sauvignon’.

As analises moleculares de DNA, conforme Meneghetti et al. (2009), séo
essenciais para a identificacdo de uvas e para a investigacdo de diferencas
genéticas entre clones de Vitis vinifera L. Os marcadores SSR foram considerados
marcadores universalmente utilizados para a identificacdo das variedades ou
cultivares de videiras (This et al. 2004). As aplicacdes de marcadores microssatélites
incluem néo so6 a identificacdo de cultivares, mas também testes de paternidade,
reconstrucdo de pedigree e estudos sobre a estrutura genética de populacbes
(Meneghetti et al.,, 2009). Segundo estes autores, a capacidade de detectar
diferencas alélicas por meio da analise de microssatélites pode esclarecer as

definicbes econémicas de "cultivar” e "clone" no que diz respeito as uvas de vinho.
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Na Italia, Carimi et al. (2010) utilizaram seis marcadores microssatélites para
caracterizar a variabilidade genética de videiras de diversas areas da Sicilia. Em 70
diferentes cultivares foram descobertos casos interessantes de sinonimias e
homonimias. As semelhancas genéticas entre cultivares foram analisadas para
investigar suas relaces e explica-las do ponto de vista histérico.

Cipriani et al. (2010) analisaram a diversidade genética de uma colecdo de
1.005 acessos de videira, utilizando 34 marcadores microssatélites. A comparacéo
de perfis moleculares revelaram 200 grupos de sinonimias. O agrupamento dos
acessos resultou em uma fraca correlagdo com a sua origem geogréfica e/ou area
atual de cultivo, revelando uma grande mistura de variedades locais com aquelas
amplamente cultivadas. Os SSRs com repeticbes de tri a penta nucleotideos
mostraram grande capacidade de discriminar 0s acessos.

A variabilidade genética de clones da cv. Pinot foi estudada por Jahnke et al.
(2011), utilizando 16 locos microssatélites. Os resultados indicaram alta similaridade
entre os clones de Pinot. Os clones de Pinot Gris da Hungria formaram um grupo
gue apresentou maior similaridade com Pinot Gris 34 da Roménia. Os outros clones
de Pinot Gris formaram outro grupo com Pinot Noir C-162, todos originados da
Europa Ocidental (Alemanha, Franca). Os autores afirmaram que as diferencas
genéticas dos clones avaliadas com microssatélites poderiam ser rastreadas até
suas origens geograficas.

Ergul et al. (2011) caracterizaram geneticamente uvas selvagens (Vitis
vinifera subsp. sylvestris) da regido da Anatolia na Asia Menor e, para isso, estes
autores utilizaram 15 microssatélites nucleares. Em geral, os acessos de locais
geograficamente mais proximos mostraram maiores similaridades genéticas que os
de locais mais distantes. A relacdo genética entre videira selvagem e cultivada da
Peninsula da Anatélia indicou clara separacdo entre elas. No entanto, os autores
nao descartaram uma contribuicdo genética local. Este estudo revelou informacdes
Uteis para gestdo e potencial utilizacdo de germoplasma de uva selvagem
anatoliana.

As videiras da regido de Asturias (nordeste da Espanha) foram avaliadas e
identificadas por Moreno-Sanz et al. (2011), usando os marcadores SSR. Um total
de 293 acessos foram coletados em vinhedos antigos e analisados por meio de nove
marcadores microssatélites. Os resultados do estudo forneceram uma visao geral do

estado dos atuais recursos fitogenéticos e, apesar da erosdo genética substancial
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sofrida pela vinha asturiana, variabilidade maior do que a esperada foi detectada. A
descoberta de novos genotipos de videira foi um fato de grande importancia. Estes
investigadores concluiram que 0s recursos genéticos de videira estdo sendo
reduzidos drasticamente em todo o mundo, de modo que este novo material
genético deve ser incluido em bancos de germoplasma para sua conservacao e
posterior avaliacdo agronémica e enoldgica.

Oualkadi et al. (2011) compararam cultivares de duas cole¢cbes do Marrocos
com cultivares de paises vizinhos (Argélia e Tunisia). Os dados de diversidade
genética, a partir da analise de 20 marcadores SSR nucleares e trés de cloroplasto,
foram obtidos para um conjunto de 211 cultivares de diferentes origens. A
diversidade para nSSR e para cpDNA nos grupos marroquino e argelino foram
semelhantes, mas um pouco menor do que no grupo tunisiano. O agrupamento das
cultivares com base em dados de SSR refletiu sua origem geografica. Os resultados
confirmaram que a diferenciacdo do material marroquino evoluiu de forma
independente do material da Europa.

Também na Espanha, a caracterizacdo de germoplasma utilizando
marcadores SSR ofereceu ferramentas confiaveis para ajustar a qualidade e a
representatividade das amostras de um banco de germoplasma. A caracterizacédo da
diversidade genética de populacdes selvagens de videira, utilizando 25 locos
nucleares de SSR, realizada por De Andrés et al. (2012), mostrou que o
germoplasma cultivado e o germoplasma selvagem séo geneticamente divergentes,
com baixo nivel de introgressdo. As analises das relacbes genéticas entre as
videiras silvestres e cultivadas poderiam sugerir uma contribuicdo genética de
acessos silvestres da Espanha para cultivares ocidentais atuais.

As videiras tradicionalmente cultivadas em diferentes regifes geograficas do
Norte Africano e as videiras selvagens da Tunisia foram analisadas por Riahi et al.
(2012). Estes autores utilizaram vinte marcadores microssatélites altamente
polimorficos. Um total de 330 alelos foi detectado e um extenso polimorfismo
genético foi registrado, tanto nos acessos cultivados como nos acessos selvagens.
As amostras selvagens da Tunisia e as cultivares Norte Africanas apresentaram um
alto nivel de diferenciacdo, indicando que as cultivares Norte Africanas nao
derivaram diretamente de populacdes selvagens locais, mas principalmente poderia
corresponder a materiais importados, introduzidos provavelmente da regido Leste ou

resultante de cruzamentos entre elas.
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Na Turquia, Agar et al. (2012) utilizaram marcadores SSR para investigar a
diversidade genética entre quatro populacdes de Vitis vinifera cv. Kabarcik
amostradas do Vale do Coruh, em altitudes de 800-1.150 m. As distancias genéticas
entre as populagbes variaram de 0,072 a 0,216. A diferenciacdo genética entre as
populac@es foi fortemente relacionada a distancia geografica.

No Ird, uma colecdo de germoplasma contendo a maioria das cultivares de
uvas do pais foi analisada por Doulati-Baneh et al. (2013) e, nesta analise, foram
utilizados 23 locos de SSR. A integracdo dos resultados obtidos com SSR e os
dados ampelograficos permitiu identificar as cultivares iranianas. Os dados obtidos
com SSR foram coerentes e concordaram com o pedigree conhecido ou com a
histéria de cada cultivar. A metodologia foi apontada como uma ferramenta
importante para a certificacdo de uvas de qualidade produzidas em regides
especificas.

Bacilieri et al. (2013) estudaram a estrutura genética da videira cultivada
usando um conjunto de dados de 2.096 genotipos definidos por 20 marcadores
microssatélites. A analise revelou trés principais grupos genéticos definidos pelo uso
humano e origem geografica: a) cultivares de vinho da regido oeste, b) cultivares de
vinho dos Balcas e leste da Europa, e ¢) um grupo composto principalmente de
cultivares de uva de mesa do Mediterraneo Oriental, do Caucaso, paises do Médio e
Extremo Oriente. Um segundo nivel da estrutura revelou dois grupos adicionais: um
grupo geografico da Peninsula Ibérica e do Magrebe e um grupo composto por uvas
de mesa de origens recentes da Italia e da Europa Central. Este estudo forneceu
evidéncias de que o grupo de Vitis vinifera L. cultivado € geneticamente estruturado.
A relacdo genética de cultivares foi moldada principalmente pelo uso humano, em
combinagcdo com um efeito geogréfico. A descoberta de grande parte dos genoétipos
miscigenados pode ser resultado de grandes intercambios humanos, mediados entre
as regides produtoras de uvas ao longo da histéria e de criacéo recente.

No trabalho de Pelsy et al. (2010), os marcadores microssatélites nucleares
nao foram eficientes para avaliar a diversidade dentro de colecdes de clones e nem
para revelar o polimorfismo clonal de sete variedades francesas de uva de vinho. Os
autores concluiram que nem sempre o marcador escolhido é o mais adequado para
alcancar o objetivo proposto e que uma alternativa para solucionar alguns problemas
poderia ser o uso de mais de um marcador molecular. Imazio et al. (2002)

caracterizaram 24 acessos da cultivar Traminer, por meio dos marcadores
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moleculares SSR, AFLP e MSAP (polimorfismo no comprimento amplificado sensivel
a metil). Os resultados mostraram que SSR n&o era uma ferramenta poderosa para
distincéo de clones. Em contraste, a técnica de AFLP foi capaz de distinguir 16 dos
24 cultivares, mesmo que a similaridade média tenha sido alta (97,1%). A técnica
MSAP foi utilizada para avaliar diferencas qualitativas no grau de metilacdo de DNA
entre clones. Resultados sugerem que as diferencas morfolégicas entre os clones
sdo provavelmente devido ao efeito sinergético de modificacdes genéticas e
ambientais e que a identificacdo clonal pode ser muito melhorada, usando
ferramentas moleculares como AFLP e MSAP.

Cretazzo et al. (2010) utilizaram diferentes marcadores e analisaram 94
videiras (Manto Negro, Callet, Moll e amostras identificadas incorretamente). A
amplificagdo de 33 locos microssatélites revelou estreitas relagbes entre Manto
Negro, Callet, Moll e outras variedades de uva. Contudo, andlises por AFLP, SAMPL
(amplificacdo seletiva de locos microssatélites polimorficos) e M-AFLP (polimorfismo
em fragmentos de microssatélites amplificados) foram adequadas para a
discriminacdo genética de clones. Mais de 900 bandas foram obtidas para nove
combinacdes de primers. O sistema M-AFLP foi mais eficiente para detectar
diferencas genéticas intravarietais. O uso destes marcadores permitiu o
agrupamento de videiras em grupos homogéneos, fornecendo informacdes
essenciais sobre estratégias de saneamento do material para obter propagacao
certificada.

Meneghetti et al. (2011) usaram marcadores derivados de PCR para
investigar o nivel e a distribuicdo da variabilidade genética de 53 acessos da cv.
Garnacha, vindos da lItalia, Franca e Espanha. Para verificar a identidade varietal
das amostras, foram avaliados 14 locos SSR e os resultados obtidos mostraram que
os marcadores moleculares AFLP, SAMPL e M-AFLP foram os mais adequados. Os
marcadores AFLPs discriminaram as varias amostras de Garnacha; os marcadores
SAMPLs permitiram distinguir poucos genotipos com base na sua origem geografica,
enquanto os marcadores M-AFLPs revelaram-se especificos, permitindo a
diferenciacdo de todos 0s acessos.

Ledo e Motoike (2011) analisaram, por meio de 20 marcadores moleculares
RAPD e sete microssatélites, a diversidade genética de 47 acessos de uvas de
mesa, procedentes do Banco de Germoplasma de Videira da Embrapa Semiérido,

avaliacdo realizada. Os marcadores microssatélites foram mais eficientes do que os
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RAPD na identificagdo das relagbes de parentesco. As informagdes de distancia
genética, baseadas em caracteristicas moleculares, aliadas ao desempenho
agrondmico das cultivares permitram a recomendacdo de parentais para
cruzamentos para a obtencdo de hibridos superiores nas populacdes segregantes
do programa de melhoramento de videira da Embrapa Semiarido.

Aradhya et al. (2013), para examinar a estrutura filogenética do género Vitis,
utilizaram marcadores SSR e AFLP. Amostras do Leste da Asia e Norte-Americanas
exibiram forte divergéncia e cada grupo mostrou grande diferenciacdo em varios
subgrupos. A maioria dos agrupamentos apresentou uma frequéncia moderada de
genotipos miscigenados, sugerindo fluxo génico interespecifico dentro do género. Os
marcadores SSR e AFLP apresentaram resultados semelhantes para os parametros
de diversidade genética.

No trabalho de Emanuelli et al. (2013), os padrdes de diversidade molecular
de 22 locos SSR e 384 SNPs (polimorfismo de unico nucleotideo) foram
investigados em 2.273 acessos de videira, incluindo selvagens, cultivares hibridos
interespecificos e porta-enxertos. Apesar do grande numero de duplicatas e das
relacdes clonais entre os acessos, foi observado um alto nivel de variacdo genética.
A heterozigosidade esperada foi maior para locos SSR (0,81) do que para SNPs
(0,34). A analise da estrutura genética da colecdo de germoplasma de uva revelou
varios niveis de estratificacdo. A divisdo principal foi entre os acessos de V. vinifera
e néo vinifera, seguido pela distingédo entre videiras selvagens e domesticadas.

As analises moleculares mostraram que Vitis vinifera € uma espécie
caracterizada pela ampla variabilidade genética, que ocorre no nivel inter e
intravarietal, sugerindo a necessidade de preservacdo dos bidtipos autdctones
encontrados em diferentes areas por uma selecdo apropriada dos materiais de

multiplicacéo.

2.3.2. Marcadores ISSR em Vitis

O marcador ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) € um fragmento de DNA
de 100 a 3000 pb, amplificado via PCR usando somente um primer com 16 a 20 pb,
desenhado a partir de sequéncias de microssatélites, amplificando regido inter-SSR.

Este marcador foi criado pela necessidade de explorar repeticdes de microssatélites
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sem utilizacdo do sequenciamento do DNA. Sendo assim, ndo ha a necessidade do
conhecimento prévio do genoma (Zietkiewicz et. al., 1994).

A técnica para identificar marcadores ISSR € eficiente, simples, rapida e de
baixo custo (Zietkiewicz et al., 1994). Segundo Reddy et al. (2002), os produtos da
reacdo sao sequéncias de diferentes tamanhos entre duas regibes de SSR
idénticas, proveniente de anelamento do primer em dire¢cdes opostas. A técnica tem
como beneficios a elevada reprodutibilidade, grande flexibilidade, uso de pouco DNA
e alto polimorfismo (Joshi et al., 2000).

Embora seja um marcador dominante, tém a vantagem de analisar maltiplos
locos em uma Unica reacao (Gouldo e Oliveira, 2001). ISSR é considerado mais
especifico do que os outros marcadores dominantes, pois o primer pode ser
ancorado na extremidade 5 ou 3’, com 1 a 3 nucleotideos adicionais a sequéncia
repetitiva (Zietkiewicz et al., 1994; Bornet e Branchard, 2001). Os alelos polimorficos
vao aparecer sempre que num genoma estiver faltando a sequéncia repetida, ou
tenha ocorrido uma delecdo ou uma insercdo que modifique a distancia entre as
repeticbes. As sequéncias de repeticbes e de nucleotideos ancorados séo
selecionadas aleatoriamente (Gouldo e Oliveira, 2001). A eletroforese para
evidenciar os fragmentos amplificados pode ser feita em gel de agarose, corado com
brometo de etidio, ou em gel de poliacrilamida (Liu e Wendel, 2001). A analise dos
géis é realizada por uma leitura para a presenca (1) e auséncia (0) dos fragmentos
amplificados.

A vantagem do ISSR, frente ao SSR, é que, para o primeiro, ndo ha a
necessidade de se conhecer o genoma da espécie para producao do marcador, pois
o primer é inespecifico, podendo ser usado para varias espécies. A desvantagem do
ISSR é que, por ser dominante, este marcador ndo separa heterozigotos de
homozigotos. Em razdo dos primers utilizados serem mais longos e baseados em
SSR, tecnicamente, fingerprinting obtido com ISSR é bastante reprodutivel e, assim,
permite que a amplificacdo do DNA seja realizada com maior rigor (Reddy et al.,
2002; Kishore et al., 2013). Em relacdo a outros marcadores dominantes, como o
RAPD, o ISSR é mais especifico, pois, além da sequéncia repetitiva utilizada como
primer, pode ser ancorado de 1 a 3 bases nitrogenadas nas extremidades 5 ou 3’ e,
neste caso, as temperaturas de anelamento sdo mais elevadas do que as utilizadas
para os primers de RAPD. Estas caracteristicas aumentam a reprodutibilidade dos
resultados de ISSR (Zietkiewicz et al.,1994; Bornet e Branchard, 2001). J4 o AFLP
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revela elevada quantidade de locos e alta repetibilidade, mas apresenta dificuldades,
por ser uma técnica extremamente elaborada e com custo elevado. No entanto, o
marcador ISSR combina a facilidade do RAPD e a robustez de outros dois
marcadores, o AFLP e SSR, sendo, por isso, indicado para trabalhos que requerem
resultados confiaveis e de baixo custo (Tikunov et al., 2003).

Os ISSRs sdo recomendados para analises de espécies relacionadas
evolutivamente e, também, empregado para a diferenciacdo rapida entre individuos
aparentados, pois apresentam resultados confidveis, devido a sua abundancia e
dispersao por todo o genoma. S&do marcadores de alta reprodutibilidade, abundéancia
de locos polimoérficos, apresentando facilidade, rapidez na execugcdo do experimento
e baixo custo, se comparado com os demais marcadores (Rodrigues, 2010; Borba et
al., 2005).

Embora a técnica ISSR apresente alguns problemas como, por exemplo ser
um marcador dominante, ela tem se revelado uma ferramenta eficaz no estudo de
problemas de sistematica e de hibridacdo, bem como genética de populacbes
(Reddy et al., 2002; Kishore et al., 2013). Segundo Almeida (2006), essa técnica
pode ser usada em programas de melhoramento vegetal para selecdo de genaotipos
para analisar varias espécies de plantas, tanto no estudo de acessos como espécies
silvestres. Também € aplicada em estudos de diversidade genética, fingerprinting e
selecdo assistida. ISSR tem sido amplamente utilizado para a avaliagdo de estrutura
genética de populacdo e para estudar a diversidade genética de plantas (Meloni et
al., 2006). Marcadores ISSR também foram usados por varios autores em diferentes
trabalhos para analise da diversidade genética (HE et al.,, 2006; Manimekalai e
Nagarajan, 2006; Singh et al., 2011; Baloch et al., 2010).

Estudos vém sendo realizados em Vitis vinifera, usando a técnica de ISSR no
mundo todo. Argade et al. (2009) usou o marcador ISSR para caracterizar as
variedades de uvas sem sementes cultivadas na india. A uva (Vitis vinifera L.) do
Egito, uma das principais espécies cultivadas nesse pais, também foi estudada com
o marcador ISSR. A cultura da uva no Egito é composta de ecoétipos e cultivares
locais, chamadas de variedades. Estas vém sendo propagadas de forma clonal, com
ampla distribuicdo por varias décadas e, em funcédo desta forma de propagacéao, as
uvas egipcias estdo seriamente ameacadas por grave erosdo genética. Para
preservar 0s genotipos locais e melhorar a cultura da uva no Egito, Hassan et al.

(2011), utilizando 10 primers de ISSR e 20 caracteres morfolégicos, avaliaram trés
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cultivares. A analise genética por meio de marcadores moleculares foi realizada para
avaliar a diversidade genética e, segundo estes autores, os resultados obtidos
poderéo ser utilizados como ferramenta para a identificagdo de cultivares e para
estudar as relacges filogenéticas entre as cultivares.

No trabalho realizado por Zeinali et al. (2012), marcadores moleculares ISSR
foram empregados, juntamente com a avaliacdo de caracteres morfologicos, para
investigar a variagdo genética entre 20 variedades de Vitis vinifera coletadas no
oeste do Azerbaijdo. Neste estudo, foram utilizados 10 primers ISSR e o coeficiente
de similaridade obtido variou de 0,33 a 0,87, resultados que revelaram seis grupos
principais e forneceram informagdes sobre a diversidade entre estas variedades, as
quais poderdo ser utilizadas para o melhoramento genético. Os autores relatam que
0 marcador ISSR pode ser utilizado como uma rapida, facil, econdmica e confiante
técnica para a avaliacao da diversidade genética intraespecifica em videira.

Marcadores ISSRs também foram utilizados por Jing e Wang (2013) para
caracterizar a relacdo genética entre espécies de uvas selvagens chinesas e
cultivares americanas e europeias. Foi detectada diversidade genética entre 70
acessos de uvas, incluindo 52 clones de 17 espécies de uvas selvagens chinesas,
sete hibridos interespecificos, 10 cultivares de Vitis vinifera L. e uma linhagem de
Vitis riparia L. Os resultados mostraram que os 70 clones ou acessos apresentaram
similaridade entre 0,08 e 0,93, indicando grande diversidade entre 0s acessos.
Todos os acessos foram divididos em dois grandes grupos: o grupo chinés de uvas
selvagens e o grupo das cultivares americanas e europeias.

Além destes trabalhos, existem pesquisas que utilizam o ISSR associado a
outros marcadores, como o RAPD usado para avaliar a distancia genética da uva
cultivada na regido central do Chile e também para comparar as cultivares do Chile
com a recém cultivar introduzida da Franca (Herrera et al.,, 2002). Nos trabalhos
realizados por Nookaraju e Agrawal (2012) e por Pereira e tal. (2012), foram
utilizadas as técnicas de ISSR associadas com microssatélite para avaliacéo
genética das videiras. A diversidade genética de 21 acessos de videira da provincia
do Curdistdo (Noroeste do Ird) foi avaliada por Seyedimoradi et al. (2012) e, para
este estudo, foram utilizados os marcadores ISSR e DAMD (DNA minissatelite
diretamente amplificado). Os dois marcadores revelaram bom poder de resolucdo. A
analise de agrupamento para os marcadores ISSR e DAMD revelou que os

genétipos estudados podem ser divididos em trés e dois grupos distintos,
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respectivamente. Este foi o primeiro relato da comparacdo de desempenho entre
dois marcadores, indicando que ISSR e DAMD podem ser usados para detectar
polimorfismo de gendtipos de videira.

2.3.3. Detecgéao de variagcao clonal em clones de uva

Segundo estudos realizados por varios investigadores, o marcador AFLP
oferece a melhor resolucao para avaliar a variagdo genética derivada de mutacdes
somaticas. Varios trabalhos mostram que este marcador apresenta a capacidade de
detectar variacdo genética entre os clones de diferentes cultivares de videira (Sensi
et al., 1996; Goto-Yamamoto, 2000; Cervera et al., 2000; Merdinoglu et al., 2000;
Scott et al., 2001; Cervera et al., 2001; Cervera et al., 2002; Imazio et al., 2002;
Fanizza et al., 2003; Forneck et al., 2003a, b). Os estudos realizados por Fanizza et
al. (2003), também utilizando marcador AFLP, ndo mostraram variagdes em clones
da cultivar Italia. A escala de diversidade encontrada parece depender do numero de
marcadores produzidos e do material clonal estudado.

O marcador RAPD também foi utilizado em alguns trabalhos para identificar
diferencas geneticas entre clones. Nestes trabalhos foram obtidos alguns
marcadores RAPD associados a clones (Striem et al., 1994; Regner et al., 2000a,b;
Merdinoglu et al., 2000; Regner e Kaserer, 2002) e, nos trabalhos realizados por
Tschammer e Zyprian (1994) e Ye et al. (1998), também utilizando o marcador
RAPD, nao foram detectadas diferencas entre clones de diferentes cultivares de uva.
Os marcadores SSRs sao considerados como bastante adequados para estudos em
videira, embora poucos estudos tenham sido realizados para estudar as diferencas
entre clones. Os estudos iniciais com SSR nédo detectaram diferencas de alelos entre
clones e, portanto, este marcador ndo tem sido descrito como o0 mais adequado para
detectar variacGes clonais (Forneck, 2005). Os marcadores SSR tém sido usados
para estabelecer analise de pedigree de cultivares de videira (Bowers e Meredith,
1997) e utilizados para a identificacdo de cultivares. Marcadores microssatélites
também foram utilizados para estudar policlonalidade de acessos de cultivares de
videira (Filippetti et al., 1999; Kozjak et al., 2003). O uso destes marcadores em
analises genética de plantas € importante para caracterizar a estabilidade em nivel
de intervariedade. Os estudos confirmaram a variacdo genética em sequéncias SSR

e variacdes especificas para a auséncia de alelos (alelos nulos), para a adicdo de
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um ou varios alelos (quimerismo) e para o surgimento de novos alelos (Cipriani et
al., 1994; Vignani et al., 1996; Loureiro et al., 1998; Sefc et al., 1998; Regner et al.,
2000b). Franks et al. (2002) utilizou marcadores SSR para analisar o estado
quimérico de clones. Os resultados destes estudos sugerem que o quimerismo é um
processo que ocorre frequentemente em clones de videira.

Marcadores ISSR também tém sido utilizados por varios grupos para
aumentar a resolucédo e a reprodutibilidade, problemas observados com a técnica de
RAPD. Niveis limitados de variacdo genética podem ser revelados usando RAPD.
Regner et al. (2000a) encontraram marcadores ISSR especificos para 10 clones de
V. vinifera cv. Riesling.

Poucos estudos com o objetivo de examinar variagbes clonais utilizando
RFLP-PCR foram publicados e nestes estudos néo foram detectadas variacbes e
nenhuma diferenca entre os clones foi relatada. No trabalho realizado por
Gogorcena et al. (1993), foram avaliados nove clones de Pinot Noir, juntamente com
Pinot Blanc e Pinot Gris, e ndo foi encontrada nenhuma diferenca. Bourquin et al.
(1995) estudaram clones de porta-enxerto, utilizando RFLP-PCR, e também néo

observaram nenhuma diferenca entre eles.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta das folhas da cultivar de uva ltalia

As folhas jovens (recém-expandidas) da cultivar Italia (Vitis vinifera L.)
utilizadas neste estudo foram coletadas em trés parreirais de produtores do
municipio de Marialva (estado do Parand) e um no municipio de Sarandi (Parand),
no ano de 2012 (Quadro 1). Cerca de cinco folhas de cada planta foram coletadas,
identificadas, acondicionadas em papel aluminio e mantidas no gelo em caixa de
isopor. No laboratério de Cultura de Tecidos e Eletroforese de Vegetais (LCTVE-
DBC/UEM), estas folhas foram congeladas rapidamente com nitrogénio liquido e

armazenadas em freezer a -80 °C, até o momento da extracdo do DNA.

Quadro 1 - Localizacao e coordenadas geograficas das propriedades onde as folhas
da cultivar Italia foram coletadas

Numero de . Coordenadas
Acesso Localizacdo e

plantas geograficas

1 (Sitio Humberto 16 Estrada Carana - 23° 30’56” sul,
Feltrin) Km 3, Marialva, PR 51°47°57” oeste
2 (Sitio Carlos Rolla) 12 Estrada Marialva - 23°30’32” sul,
Km 3, Marialva, PR 51°49°01” oeste

3 (Sitio Paulo Cezar 14 Estrada Uvarana - 23°24°49” sul,
Antunes da Silva) Km 1, Sarandi, PR 51°48'54” oeste
4 (Sitio Nei 15 Estrada Prof. Paulinho 23°27°37” sul,
Cazelato) - Km 3, Marialva, PR 51°46’'28” oeste

3.2. Extracdo e quantificacdo do DNA de folhas da cultivar de uva Itélia

Para a extracdo de DNA das amostras, foi utilizado o método descrito por
Thomas et al. (1993). No total, foi extraido o DNA de 57 amostras e o numero de
amostras para cada propriedade estd apresentado no Quadro 1. Para facilitar a
descricdo do processo de extracdo de DNA, o protocolo foi dividido em trés etapas,

como apresentado a seguir:

3.2.1. Primeira etapa

Nitrogénio liquido foi utilizado para pulverizar 100 mg de folhas de cada

amostra coletada. O p6 obtido foi distribuido em 4 microtubos de 2 mL e
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homogeneizado com 1500 yL de tampao de extragdo ‘A’, descrito no Quadro 2.
Apo6s a homogeneizagéo, foi realizada a centrifugagéo, a 4 °C, durante 10 minutos,
com 3.000 rpm. Apoés a centrifugacédo, o sobrenadante foi descartado e em cada
tubo foram adicionados 800 pL do tampdo ‘B’, descrito no Quadro 2. Apds a
homogeneizagédo, os tubos foram incubados em banho-maria, a 37 °C, durante 30
minutos, e estes foram agitados a cada 5 minutos. Apos este periodo, os tubos
foram retirados do banho-maria e mantidos na bancada até atingirem a temperatura
ambiente. Em seguida, foram adicionados 800 pL de cloroférmio: alcool isoamilico
(preparado na proporgédo de 24:1) e os tubos foram agitados por inverséo, durante 3
minutos. Em seguida, foram centrifugados em temperatura ambiente, por 12 minutos
com 12.000 rpm. ApGs a centrifugacdo, o sobrenadante foi recuperado e a este
foram adicionados 0,54 vezes o volume de isopropanol. Apds algumas inversoes, 0s
tubos foram novamente centrifugados como anteriormente, obtendo-se o pellet no
fundo do tubo. O sobrenadante foi descartado, o pellet seco em temperatura
ambiente e a este foram adicionados 200 pL de TE (Tris/HCI 10 mM e EDTA 1 mM

pH 8,0). O DNA foi ressuspendido e armazenado a 4 °C na geladeira.

3.2.2. Segunda etapa

Foram adicionados, em cada tubo, 2 uL de RNAse (20 ng/pL) e os tubos
foram mantidos, por 30 minutos, em temperatura ambiente. Apds este periodo,
foram acrescentados 100 pL de acetato de aménio 7,5 M e, apdés algumas
inversoes, os tubos foram centrifugados em temperatura ambiente, por 12 minutos, a
12.000 rpm. Os sobrenadantes obtidos foram transferidos para tubos novos e a eles
foram adicionados 0,54 vezes o volume de isopropanol. Os tubos foram

armazenados overnight a -20°C.

3.2.3. Terceira etapa

Foi realizada, na sequencia, centrifugacdo em temperatura ambiente, por 12
minutos, com 12.000 rpm, obtendo-se novamente um pellet. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado com 300 uL de etanol 70 % gelado. ApdGs a lavagem,
realizou-se uma centrifugacéo, por 12 minutos, com 12.000 rpm. O sobrenadante foi

vertido delicadamente e os tubos colocados em estufa a 37 °C até que todo o etanol
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fosse evaporado. O pellet foi ressuspendido em 50 pL de TE e os tubos foram

vedados com parafilm® e armazenados em geladeira com 4°C.

Quadro 2 - Composigao dos Tampdes ‘A’ e ‘B’ utilizados para extragdo de DNA de
folhas de uva Italia

Reagentes Tampao de extracdo 'A’ Tampao de extracao 'B'
PVP-40 2,50% 2,50%

NaCl 0,25 M 05M

Tris HCI pH 7,0 - 0,2 M

Tris HCI pH 8,0 0,25 M -

EDTA 50 mM 50 mM
3-mercaptoetanol 0,10% 1%

Sarcosil - 3%

Etanol - 20%

H,O MiliQ g.s.p. g.S.p.

O DNA extraido de cada amostra foi quantificado, utilizando o equipamento
Picodrop Spectrophotometer (Pico 100 - Version 4.0/21/03/11). Apoés a

quantificacédo, as amostras de DNA foram diluidas para a concentragao de 10 ng/uL.

3.3. Amplificacao e analise do DNA

As reacOes de amplificacdo foram realizadas com o DNA extraido de 57
amostras de folhas jovens dos quatro acessos da cultivar de uva ltalia, coletados nas

guatro propriedades descritas no Quadro 1.

3.3.1. Amplificacdo e analise dos microssatélites

Para a escolha dos marcadores microssatélites polimérficos foram testados
38 pares de primers ja mapeados para uva e que fazem parte do banco de primers
do Laboratério de Cultura de Tecidos e Eletroforese de Vegetais (DBC/UEM). Dos
38 pares de primers testados, foram selecionados 13, pois estes amplificaram
regides especificas e com indicios de polimorfismo. Os pares de primers que néo
amplificaram fragmentos especificos nos testes ndo foram usados.

A PCR foi preparada em microtubos de 0,2 mL, sendo utilizado para a
reacdo 25 ng de DNA, tampao de reacdo 1X (10 mM de Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM de
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KCl), 2 mM de MgCl, 0,1 mM de cada dNTP, 1U de Tag-DNA Polimerase

(Invitrogen) e 0,3 uM de cada um dos primers Foward e Reverse especificos e agua

mili-Q para um volume final de 20 pL de solucao (Quadro 3).

Quadro 3 - Concentracdes dos reagentes estoques e utilizados nas reagfes de
amplificacdo de microssatélites de uva Italia

R Concentragao Concentracao final uL/20 uL de
eagentes estoque dos dos reagentes reacao
reagentes
H,O - - 11,7
Tampao 10 X 1X 2
MgCl; 25 mM 2mM 1,6
dNTPs 2,5m M/cada 0,1 mM/cada 0,8
Primer (F) 10 uM 0,3 uM 0,6
Primer (R) 10 uM 0,3 uM 0,6
Tag-DNA Polimerase 5 U/ L 1U 0,2
DNA 10 ng/ L 25ng 2,5
Total 20uL

Inicialmente, para a amplificacdo dos microssatélites, foi utlizado o
programa Touchdown PCR (DON et al., 1991), descrito no Quadro 4, utilizando o
termociclador (Techne TC-512). Aos produtos das amplificacGes, foram adicionados
2 uL de tampao Loading (azul de bromofenol 0,25% e glicerol 30%) e estes foram
separados em gel de agarose 4% (50% de agarose Metaphor e 50% de agarose
comum) usando tampéao TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5 mM acido bérico e 1 mM
EDTA). Para estimar o tamanho dos alelos amplificados, foi utilizado o marcador de
peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os géis foram expostos a um
campo elétrico de 60 Volts, por 4 horas, e corados em solucédo de brometo de etidio
0,5 ug/mL. A imagem foi capturada em transluminador L-PIX HE, Loccus
biotecnologia.

Para aqueles pares de primers gue ndo anelaram e, portanto, néo
amplificaram a regido de microssatélite com o programa Touchdown PCR, foi
testado um programa com temperatura de anelamento especifica. Para os primers
Udv 085, Udv 096 e Vmc4c6, foi utilizado um programa com desnaturacéo inicial de

94 °C por 2 segundos e 30 ciclos constituidos de 94 °C por 30 segundos,
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temperatura de anelamento de 54 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1

minuto. Apos estas etapas, foi realizado uma extenséo final a 72 °C por 10 minutos.

Quadro 4 - Sequéncia das etapas do programa utilizado para amplificacdo do
DNA com marcador microssatélite

Passo Etapa Temperatura Tempo

1 Desnaturagéo inicial 94°C 1 minuto

2 Desnaturagéo 94°C 1 minuto

3 Anelamento 65°C (1°C/ciclo) 1 minuto

4 Extensao 72°C 2 minutos
Voltar ao passo 2 - 9

5 vezes - -

6 Desnaturacéao 94°C 1 minuto

7 Anelamento 55°C 1 minuto

8 Extensao 72°C 2 minutos
Voltar ao passo 6 - 19

9 vezes - -

10 Extensao final 72°C 2 minutos

11 Imersao 10°C o0

A partir do padrdo de bandas obtido para cada loco de microssatélites, foram
calculados os indices de diversidade em cada populacdo estudada. A variabilidade
genética foi estimada por meio de uma estatistica descritiva que determinou o
numero de locos polimérficos, niumero de alelos por loco, numero efetivo de alelos
por loco, nimero efetivo de alelos (Ne), que foi estimado como Ne=1/(1-H,),
heterozigosidade observada (H,) e esperada (He), distancia genética entre
populacdes, frequéncias alélicas e o afastamento do equilibrio de Hardy-Weinberg
para cada loco. Todos esses parametros foram calculados utilizando o programa
POPGENE 1.32 (YEH et al.,, 1999). Neste mesmo programa, foi construido um
dendrograma e uma matriz de distancia e identidade genética de Nei (1972), usando
o0 método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using na
Arithmetic Average).

Foi utilizado também o programa STRUCTURE v 2.3.2. (Pritchard et al.,
2000), que se baseia na determinacdo de grupos heteréticos a partir de dados

moleculares. Evanno et al. (2005) sugeriram estimar AK como:

_ {avg [L(K + 1)] —2avg [L(K)]+avg [L(K -1 )]}

aK sd [L(K)]
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onde avg € a média aritmética nas repeticoes e sd € o desvio padrdo da repeticao
L(K). O valor de K corresponde ao valor médio da distribuicdo de AK (Rodriguez-
Ramilo et al., 2009).

Foi realizada, por meio dos conceitos descritos acima, a analise
implementada pelo programa STRUCTURE v. 2.3.2. (Pritchard et al., 2000), cuja
base € o modelo de separacdo de grupos (clusters), que atribui individuos a um
namero K de populacdes, fundamentada na estimativa Bayesiana, em conformidade
aos equilibrios esperados de Hardy-Weinberg e auséncia de desequilibrio de ligacéo
entre os locos analisados dentro de cada populacdo. Esta andlise foi realizada com
valor de lenght burning de 5000, com valor de MCMC de 50.000 e valor de corte de
10%; foram testados de K= 2 a K= 5. O software STRUCTURE HARVESTER v.0.6.1
(Earl e Von, 2009) foi usado para processar os arquivos de resultados do Structure v
2.3.2.

3.3.2. Amplificacéo e analise dos ISSR (Inter Single Sequence Repeats)

A selecdo de primers utilizados neste estudo foi feita por meio de testes de
30 primers de ISSR que fazem parte do banco de primers do Laboratério de Cultura
de Tecidos e Eletroforese de Vegetais (DBC/UEM). Também foram testadas a
concentracdo de DNA, que inicialmente foi 2,5 pL, depois 2,0 yuL e por fim 1,5 pL; a
concentracdo do MgCl, foi de 1,6 L para 1,92 uL, o primer iniciou com 0,4 uL e foi
para 0,5 pL; e a temperatura de anelamento foi testada no intervalo de 48°C até
52°C. Dos 30 primers testados, foram selecionados 14, pois estes apresentaram um
padrao de fragmentos amplificados bem definido. Os primers que apos estes testes
nao amplificaram fragmentos especificos foram descartados dessa pesquisa.

A PCR foi preparado em microtubos de 0,2 mL, sendo utilizado para a
reacdo 15 ng de DNA, tampéo de reacao 1X (10 mM de Tris-HCI, pH 8,8), 2,4 mM
de MgClz, 0,1 mM de cada dNTP, 1 U de Tag-DNA Polimerase Platinum (Invitrogen),
0,25 uM de primer e agua mili-Q para um volume final de 20 pL de solu¢édo (Quadro
5). A PCR foi realizada no termociclador Techne TC-512, seguindo as temperaturas
descritas no Quadro 6.

Aos produtos das amplificacbes foram acrescentados 2uL de tampao
Loading (azul de bromofenol 0,25% e glicerol 30%) e estes foram separados em gel
de agarose 1,5%, usando tampao TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5 mM acido bérico e 1
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mM EDTA). Para estimar o tamanho dos fragmentos amplificados, foi utilizado o
marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder (Invitrogen). Os géis foram expostos a
um campo elétrico de 60 Volts, por 4 horas, e apos este periodo foram corados em
solucdo de brometo de etidio 0,5 ug/mL. A imagem foi capturada em transluminador

L-PIX HE, Loccus biotecnologia.

Quadro 5 - Concentracdes dos reagentes estoques e utilizados nas reacgfes de
amplificacdo em ISSR

Reagentes Concentracao estoque Concentracao final pL/20 p~L de
dos reagentes dos reagentes reacao
H,O - - 13,08
Tampao 10 X 1X 2
MgCl, 25 mM 2,4 mM 1,92
dNTPs 2,5mM/cada 0,1 mM/cada 0,8
Primer 10 uM 0,25 uM 0,5
Tag-DNA
Polimerase 5 U/uL 1U 0,2
DNA 10 ng/uL 15ng 1,5
Total 20uL

Para a analise do produto amplificado para cada primer de ISSR e para cada
amostra analisada, os fragmentos foram lidos como presentes (1) ou ausentes (0) e
uma matriz binaria foi construida. Esta matriz foi utilizada para as analises realizadas
com o programa NTSYS-pc - 2.02K software (ROHLF, 1989). As semelhancas
genéticas entre os pares de amostras foram analisadas usando o coeficiente de
Jaccard e o dendrograma construido por implementacdo do método de UPGMA. Os
dados também foram avaliados para calcular os indices de diversidade genética em
cada populacao, utilizando o programa POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1999). Neste
mesmo programa, foi construido um dendrograma e uma matriz de distancia e
identidade genética de Nei (1972) usando o método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Using na Arithmetic Average).

Foi utilizado também o programa STRUCTURE v 2.3.2. (Pritchard et al.,
2000), que se baseia na determinacdo de grupos heteréticos a partir de dados

moleculares. O método de Evanno et al. (2005) foi utilizado para estimar o AK.
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Quadro 6 - Sequéncia das etapas do programa utilizado para amplificacdo do DNA
com marcador ISSR

Passo Etapa Temperatura Tempo

1 Desnaturagéo inicial 94°C 5 minutos

2 Desnaturagéo 94°C 1 minuto

3 Anelamento 49,5°Cable°C 1 minuto

4 Extensao 72°C 1 minuto e 30 segundos
Voltar ao passo 2

5 34 vezes - -

6 Extensao final 72°C 7 minutos

7 Imersao 4°C 0
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise do marcador microssatélite (SSR)

Foram testados, para a escolha dos marcadores polimorficos, 38 pares de
primers para microssatélites jA mapeados para uva e que fazem parte do banco de
primers do Laboratério de Cultura de Tecidos e Eletroforese de Vegetais
(DBC/UEM). Dos 38 pares de primers testados, foram selecionados 13, pois estes
amplificaram regides especificas e com indicios de polimorfismo. Estes primers,
suas sequéncias e o numero de alelos amplificados por eles estdo apresentados no
Quadro 7.

A analise do loco Udv01 apresentou 3 alelos para as amostras dos acessos
1 e 2, enquanto para os demais locos (Vmc4d4, Vmc4al, ScuO8vv, Udv085,
Udv096, Vmc4c6, SculOvv, Udv01ll, Udv034, Sculbvv, Vvmd5, Udv032) foram
encontrados apenas 2 diferentes alelos (Quadro 8, Figura 1 e 2). Portanto, as
evidéncias sdo de um numero reduzido de alelos (27 alelos) para os 13 locos SSR
analisados nas 57 amostras dos quatro acessos da cultivar Italia (2,08 alelos/loco),
contrastando com o numero e a variagdo no numero de alelos em locos SSR, que
tem sido descrito como muito alto em diversas variedades e em cultivares de uvas
analisadas (AGAR et al., 2012; Doulati-Baneh et al., 2013).

Em 60 cultivares de Vitis vinifera cv. Kabarcik amostradas do Vale do Coruh
foram identificados de 2 a 6 alelos por loco SSR (Agar et al., 2012); em 23 locos
SSR avaliados para a colecdo de germoplasma do Ird, contendo a maioria das
cultivares de uvas do pais, foram detectados de 2 a 15 alelos/loco de SSR (Doulati-
Baneh et al., 2013). Num total de 293 acessos da regido de Asturias, na Espanha,
foram observados de 9 a 13 alelos/loco SSR (Moreno-Sanz et al., 2011); nos 7 locos
SSR analisados foi detectada uma frequéncia de 10,7 alelos por loco em 47 acessos
de uva de mesa do Banco de Germoplasma da Embrapa Semiarido (Ledo e Motoike,
2011). Numa comparacéao feita por Oualkadi et al. (2011) entre cultivares de duas
colecdes do Marrocos com cultivares de paises vizinhos (Argélia e Tunisia), foi
identificado 7,8 alelos/loco SSR nas cultivares do Marrocos, 6,9 alelos/loco SSR da
Argélia e 8,8 alelos/loco SSR no material analisado da Tunisia. This et al. (2004)
detectaram de 13 a 23 alelos/locos. Snoussi et al. (2004) estudaram 109 cultivares

de uva de mesa e variedades silvestres de uma cole¢do na Tunisia e observaram de
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5 a 9 alelos/locos. Em 4 cultivares e em um hibrido de uvas da Franca, Merdinoglu et

al. (2005) observaram de 1 a 8 alelos/locos. Em 25 variedades crioulas do Peru e da

Argentina e em 46 cultivares de Portugal, Martinez et al. (2006) e Lopes et al. (2006)

observaram de 6 a 13 alelos/locos e de 5 a 12 alelos/locos, respectivamente.

Quando 38 cultivares de diferentes espécies do género Vitis foram estudadas,

Fernandez et al. (2008) observaram de 5 a 12 alelos/locos.

Quadro 7 - Primers, sequéncias de nucleotideos dos primers microssatélite e o
namero de alelos detectados para cada primer usado nas amostras dos quatro
acessos da cultivar Italia

Primer Sequéncia de nucleotideos Numero de alelos
TCATTTTCTTGATCGAAGTCCA P
TGAGCATCAAAACAGGAAGC
GTCTTGTAATGGAACCAACTGC ®
mc4d4 (R) 2
AGATTGACCTGGACCTGAAACT
ATGCGACCTTAATAAATTGGGAA P
Vmc4al (R) 2
AAGCTAGGCTTGTATGAGGGAGA
CGAGACCCAGCATCGTTTCAAG ®
Scu08vv (R) 2
GCAAAATCCTCCCCGTACAAGTC
CTCCCCAGTAACCATGGAAG ®
CACTGGATGAGATGGCAGAA
CTTCCCCATGAAGCTCTATTT ®
CGGAGAGTTGCGAGTGACTA
CTCCATCCCTATCTCATCAG P
Vmc4c6 (R) 2
CTCTAACACCCAATCTCACA
TACCCCACAACCCTTTTTCCC P
SculOwv R 2
TTCTCCGCCACCTCCTTTTCAC
TTTATGGCAACCCTCCAATC ®
TTGATGGTCCACTGGAACTG
AAGAGACCAAGGATAGATCAAACA P
AAATGCAACGGGAGATGGTA
GCCTATGTGCCAGACCAAAAAC P
Sculb5vv ®) 2
TTGGAAGTAGCCAGCCCAACCTTC
CTAGAGCTACGCCAATCCAA P
Vvmd5 (R) 2
TATACCAAAAATCATATTCCTAAA
Udv-032 CATGCGTATGTGTTAGAGAGCA 5

CATGGCATGTGCTTTGTTAT (P
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Figura 1 - Gel de agarose 4% (50% agarose comum e 50% agarose Metaphor) para
separar os produtos da amplificacdo dos DNAs das 57 amostras dos 4 acessos da
cultivar Italia (1-16 plantas do acesso 1, 17-28 plantas do acesso 2, 29-42 plantas do
acesso 3, 43-57 plantas do acesso 4). Estas amostras foram amplificadas com o
primer do loco Udv011. A primeira amostra (M) indica o ladder de100 pb (Invitrogen)
e as demais amostras indicam os alelos a e b (heterozigotos) presentes nas 57
amostras da cultivar Italia.

Existem varios trabalhos com as cultivares de V. vinifera e nestes foram
estudados clones da uva Itélia, mas ainda sdo poucos os estudos de diversidade ou
estabilidade genética, utilizando microssatélites. Estudo de clones de uva lItalia das
regides Sul (Parand) e Sudeste (Sdo Paulo) do Brasil, realizado por Maia (2009),
utilizando 17 locos de microssatélites, também apontou para um ndmero baixo de
alelos. O referido autor descreveu 36 alelos, com apenas 2,12 alelos/locos. Os
resultados do numero de alelos/loco para os estudos de clones de uva lItalia
contrastam com os resultados divulgados para outras variedades e cultivares de
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uvas, conforme salientado acima. O numero de alelos nos locos SSR da cultivar
Italia € menor que o numero de alelos observado em outras variedades e cultivares
de uvas e este numero baixo tem se mantido inalterado para plantas da cultivar Itélia
no periodo de 6 anos (2006 — 2012).

Figura 2 - Gel de agarose 4% (50% agarose comum e 50% agarose Metaphor) para
separar o produto da amplificacdo dos DNAs de amostras dos acessos da cultivar
Italia (1-20) com o primer UdvO1l. A primeira amostra (M) do gel indica o marcador
ladder 100 pb (Invitrogen).

A andlise da estabilidade genética em clones de quatro variedades da
Franca e da Italia tem indicado o surgimento de novos alelos em locos SSR no
decorrer de um periodo de 3 anos (Crespan, 2004). Entretanto, nas amostras da
cultivar Itdlia analisadas no presente estudo, foi observado apenas 2,08 alelos/locos
nas amostras de Marialva, previamente analisados por Maia (2009), que descreveu
2,12 alelos/locos. Desta forma, é possivel indicar estabilidade genética em locos
SSR (Udv01, Vmc4d4, Vmcdal, ScuO8vv, Udv085, Udv096, Vmc4c6, SculOvv,
Udv011, Udv034, Scul5vv, Vvmd5, e Udv032) para as amostras de uva ltalia
cultivada na regido de Marialva no decorrer de 6 anos.

Numeros baixos de alelos em locos SSR de uvas tém sido registrados para
clones da variedade Carbenet Sauvignon e da cultivar Pinot (Moncada et al., 2006;
Jahnke et al., 2011). Moncada et al. (2006) descreveram apenas de 2 a 3
alelos/locos em 84 locos SSR analisados em 59 clones da variedade Cabernet
Sauvignon de diferentes origens (Chile, Franga, Italia, Australia, Espanha, Hungria e
Estados Unidos). Jahnke et al. (2011) estudaram 12 clones da cv. Pinot e
descreveram de 1 a 4 alelos.

Nos 13 locos SSR analisados para a cultivar Italia dos quatro acessos de

Marialva e Sarandi, foram encontrados os alelos a e b com frequéncias iguais a 0,50,
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respectivamente, nos locos: Vmc4al, SculOvv, Udv011, Udv034 e Udv032, ou seja,
todas as plantas avaliadas foram heterozigotas (Figura 3). Os locos SculOvv,
Udv034 e Udv032 também foram utilizados no estudo de Maia (2009) e este autor
observou que estes locos também se apresentaram heterozigotos (alelos a e b) para
100% das plantas da cultivar Itélia estudadas na regido de Marialva. O loco Udv085
também foi utilizado no presente trabalho e no trabalho de Maia (2009) e nestes dois
trabalhos as plantas avaliadas de Marialva foram 100% heterozigotas. Para as
plantas coletadas em Sarandi, no presente trabalho, observamos para este loco,
diferencas para a frequéncia entre os alelos a (0,6071) e b (0,3929). Portanto, este
microssatélite (Udv085) pode ser utilizado para mostrar a divergéncia genética entre
as 57 diferentes plantas dos quatro acessos coletados. Os locos Scul5vv e Vvmd5,
gue também foram utilizados no presente trabalho e no trabalho de Maia (2009), no
presente estudo, apresentaram os alelos a e b distribuidos com frequéncias
variaveis para todas as plantas, enquanto, no estudo de Maia (2009), todas as
plantas de Marialva estudadas foram heterozigotas. Para o primeiro loco (Scul5wv),
somente as plantas coletadas no acesso 1 foram 100% heterozigotas; para 0s
demais acessos e para o segundo loco (Vvmdb5), a frequéncia entre os dois alelos foi
diferente de 0,5000. O loco Vmc4d4 apresentou frequencia alélica entre a e b
bastante variavel, enquanto as plantas coletadas em Sarandi foram 100%
heterozigotas, sugerindo também que este loco € importante para estudar
divergéncia genética na cultivar Italia.

Os demais locos estudados no presente trabalho (Udv01, Scu08vv, Udv096
e Vmc4c6) apresentaram frequéncias variaveis para os alelos a e b (diferentes de
50%), para as diferentes plantas coletadas nos diferentes acessos de Marialva e de
Sarandi (Quadro 8). As frequéncias uniformes e equivalentes a 0,50 dos alelos ae b
para todas as plantas avaliadas dos quatro acessos ocorreram para 5 dos 13 locos
estudados (38,46%). Também observamos que, para os locos Vmc4c6 e Scul5vv,
houve acessos especificos e 100% das plantas forma heterozigotas e, para o
primeiro loco, este evento foi observado nas plantas dos acessos 1 e 2 e, para 0
segundo loco, somente nas plantas do acesso 2, ambas coletadas em Marialva. Esta
informacdo mostra que o0s acessos das diferentes localidades apresentam
divergéncia genética. Para o loco Scu08vv o alelo b se encontra fixado nas plantas

do acesso 2.
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As frequéncias dos alelos nos locos Udv0l, Vmc4d4, Vmc4al, ScuO8vv,
Udv085, Udv096, Vmc4c6, SculOvv, Udv01ll, Udv034, Scul5vv, Vvmd5, e Udv032
das plantas dos quatro acessos de Italia estdo descritos no Quadro 8. Nos locos
Udv085, SculOvv, Udv034, e Udv032 das amostras de acessos de Marialva foi
verificado que 100% das plantas sdo heterozigotas para os alelos a e b. Estes
quatro locos foram analisados previamente por Maia (2009) e também foram
identificados 100% de plantas heterozigotas para os mesmos alelos. Estas
evidéncias indicam estabilidade genética dos acessos de Italia da regido de Marialva
no periodo de 6 anos (2006 - 2012), embora esta estabilidade ndo possa ser
estendida para os demais locos SSR nado analisados em periodos anteriores ao

deste trabalho.
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Figura 3 - Gel de agarose 4% (50% agarose comum e 50% agarose Metaphor) para
separar o produto da amplificacdo dos DNAs de amostras da cultivar Italia (1-57)
com o primer SculOvv, onde 100% das plantas sdo heterozigotas. A primeira
amostra (M) do gel indica o marcador de peso molecular ladder 100 pb (Invitrogen).
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Quadro 8 - Frequéncia dos alelos para os diferentes locos SSR analisados para os

guatro acessos da cultivar de uva Itélia

Loco Acesso 1 Acesso 2 Acesso 3 Acesso 4
udvol

Alelo A 0,1250 0,0833 0,2143
Alelo B 0,7500 0,2500 0,7857 0,7333
Alelo C 0,1250 0,6667 0,2667
Vmc4d4

Alelo A 0,4375 0,0833 0,5000 0,8000
Alelo B 0,5625 0,9167 0,5000 0,2000
Vmcdal

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Scu08vv

Alelo A 0,4375 0,5714 0,4667
Alelo B 0,5625 1 0,4286 0,5333
Udv085

Alelo A 0,5000 0,5000 0,6071 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,3929 0,5000
Udv096

Alelo A 0,6562 0,4583 0,5714 0,2000
Alelo B 0,3438 0,5417 0,4286 0,8000
Vmc4c6

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5714 0,4667
Alelo B 0,5000 0,5000 0,4286 0,5333
SculOvv

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Udv01l1l

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Udv034

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Sculbvv

Alelo A 0,5000 0,5417 0,6429 0,6333
Alelo B 0,5000 0,4583 0,3571 0,3667
Vvmd5

Alelo A 0,2500 0,4167 0,2143 0,1333
Alelo B 0,7500 0,5833 0,7857 0,8667
Udv032

Alelo A 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
Alelo B 0,5000 0,5000 0,5000 0,5000
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As frequéncias diferentes e variaveis dos alelos a e b nos locos Udv01,
Vmc4d4, Scu08vv, Udv085, Udv096, Vmc4c6, Scul5vv e Vvmd5 apontam para um
polimorfismo de 61,54% na cultivar Italia. Diferentes eventos podem estar
relacionados a esse polimorfismo nos locos SSR analisados nas plantas da cultivar
Italia propagadas vegetativamente.

As evidéncias de um numero reduzido de alelos por loco SSR (2 a 3 alelos)
e a deteccdo de um terceiro alelo (alelo ¢) em somente 7,69% de locos polimérficos
poderiam indicar uma reducdo na diversidade genética para a cultivar Italia.
Entretanto, as frequéncias variaveis dos alelos a e b em 61,54% dos locos SSR
conferiram uma proporcao alta de plantas heterozigotas nos quatro acessos. A
heterozigosidade média observada variou de 0,5879, nas plantas do acesso 3, a
0,6298, nas plantas do acesso 1. A heterozigosidade média esperada variou de
0,4509, nas amostras do acesso 2, a 0,4936, nas amostras do acesso 1 (Quadro 9).
O valor de Ho estimado para os quatro acessos da cultivar Italia foi de 0,6086
(Quadro 10). Valores altos de heterozigosidade média observada parece ser uma
evidéncia em varias outras variedades e cultivares de videiras. De Andrés et al.
(2012) caracterizaram a diversidade genética de populacdes selvagens de videira,
utilizando 25 locos SSR, e obteveram 0,62 para a Ho média. Valores maiores foram
descritos nos estudos realizados por Doulati-Baneh et al. (2013), usando 23 locos de
SSR para avaliar cultivares iranianas (Ho = 0,73). Ergul e tal. (2011), analisando
locos SSR de uvas selvagens da Anatdlia, observaram um valor de Ho igual a 0,74.
Nos clones de lItalia de trés locais da regido Sul (Parand) e de trés locais da regiao
Sudeste (Sao Paulo) do Brasil, o valor de Ho estimado por Maia (2009) para 17
locos SSR foi ainda mais alto (Ho = 0,85). A heterozigosidade alta encontrada na
cultivar Itdlia foi atribuida por Maia (2009) a sua origem, que é resultado do
cruzamento das variedades Bicane e Moscatel de Hamburgo.

O valor para a heterozigosidade média esperada (He = 0,4916) nos quatro
acessos de Italia (Quadro 10) foi menor do que os valores estimados para diversas
outras variedades e cultivares de uvas. Na analise de 25 locos SSR em videiras
selvagens, o valor de He foi estimado em 0,73 (De Andrés et al., 2012). Na analise
de outras variedades selvagens de videira, os valores de He foram estimados em
0,81 (Ergul et al., 2011) e 0,85 (Moreno-Sanz, 2011). Porém, o valor de He nos locos

SSR das quatro amostras analisadas no presente estudo foi equivalente ao valor de
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He descrito por Maia (2009) nos 15 locos SSR (He = 0,4923) dos clones de Italia das

regides Sul e Sudeste do Brasil.

Quadro 9 - Parametros de diversidade genética avaliados para as amostras dos
quatro acessos da cultivar Itdlia de Vitis vinifera L. obtidos com os primers de
microssatélite, onde Na: numero de alelos observados; Ne: numero efetivos de
alelos; Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada

Acesso 1 Acesso 2
Locos Na Ne Ho He Na Ne Ho He

Udv01  3,0000 1,6842 0,0000 0,4194 3,0000 1,9459 0,0000 0,5072
Vmc4d4 2,0000 1,9692 0,0000 0,5081 2,0000 1,1803 0,0000 0,1594
Vmc4al 2,0000 2,0000 1,0000 0,5161 2,0000 2,0000 1,0000 0,5217
Scu08vv 2,0000 1,9692 0,0000 0,5081 1,0000 1,0000 0,0000 0,0000
Udv085 2,0000 2,0000 1,0000 0,5161 2,0000 2,0000 1,0000 0,5217
Udv096 2,0000 1,8221 0,1875 0,4657 2,0000 1,9862 0,0833 0,5181
Vmc4c6 2,0000 2,0000 1,0000 0,5161 2,0000 2,0000 1,0000 0,5217
SculOvv 2,0000 2,0000 1,0000 0,5161 2,0000 2,0000 1,0000 0,5217
Udv011 2,0000 2,0000 1,0000 0,5161 2,0000 2,0000 1,0000 0,5217
Udv034 2,0000 2,0000 1,0000 0,5161 2,0000 2,0000 1,0000 0,5217
Scul5vwv 2,0000 2,0000 1,0000 0,5161 2,0000 1,9862 0,9167 0,5181
vVvmd5 2,0000 1,6000 0,0000 0,3871 2,0000 1,9459 0,0000 0,5072
Udv032 2,0000 2,0000 1,0000 0,5161 2,0000 2,0000 1,0000 0,5217

Média 2,07/69 11,9265 0,6298 0,4936 2,0000 1,8496 10,6154 0,4509

Acesso 3 Acesso 4
Locos Na Ne Ho He Na Ne Ho He

Udv01 2,0000 1,5077 0,1429 0,3492 2,0000 1,6423 0,0000 0,4046
Vmc4d4 2,0000 2,0000 0,0000 0,5185 2,0000 1,4706 0,0000 0,3310
Vmc4al 2,0000 2,0000 1,0000 0,5185 2,0000 2,0000 1,0000 0,5172
Scu08wv 2,0000 1,9600 0,0000 0,5079 2,0000 1,9912 0,0000 0,5149
Udv085 2,0000 1,9122 0,7857 0,4947 2,0000 2,0000 0,8667 0,5172
Udv096 2,0000 1,9600 0,1429 0,5079 2,0000 1,4706 0,4000 0,3310
Vmc4c6 2,0000 1,9600 0,8571 0,5079 2,0000 1,9912 0,8000 0,5149
SculOw 2,0000 2,0000 1,0000 0,5185 2,0000 2,0000 1,0000 0,5172
Udv011l 2,0000 2,0000 1,0000 0,5185 2,0000 2,0000 1,0000 0,5172
Udv034 2,0000 2,0000 1,0000 0,5185 2,0000 2,0000 1,0000 0,5172
Scul5w 2,0000 1,8491 0,7143 0,4762 2,0000 1,8672 0,7333 0,4805
Vvmd5 2,0000 1,5077 0,0000 0,3492 2,0000 1,3006 0,0000 0,2391
Udv032 2,0000 2,0000 1,0000 0,5185 2,0000 2,0000 1,0000 0,5172

Média 2,0000 1,8967 0,5879 10,4849 2,0000 1,8257 0,6000 0,4553

O maior valor de heterozigosidade média observado, em comparac¢dao com a
heterozigosidade média esperada nos quatro acessos da cultivar Italia (Quadro 10),

estd em concordancia com o que tem sido descrito, tanto para cultivar Itdlia como
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para outros grupos de cultivares de uvas analisando locos SSR (Moreno-Sanz et al.,
2011; Maia, 2009; Sefc et al., 2000). Segundo Maia (2009), alguns autores
acreditam que os elevados niveis de heterozigosidade tenham se tornado uma
condicdo vital para as espécies, sendo que a selecdo das plantas altamente
heterozigotas tenha se fortalecido durante a domesticagdo e cultivo, enquanto 0s
genotipos eram selecionados de acordo com suas caracteristicas agrondmicas.

Os parametros de diversidade genética apresentados no Quadro 10
apontam para um aumento de heterozigotos nas amostras dos quatro acessos da
cultivar Italia (valores negativos de Fis foram observados para 8 dos 13 locos SSR
analisados). Este excesso de heterozigotos deve ser decorrente da origem da
cultivar, de alteragdes nas frequéncias dos alelos nos locos SSR e de mutacgdes que
determinam a geracdo de novos alelos. O valor médio do Fis foi igual a -0,3404,
indicando o excesso de heterozigotos. Para o loco Scul5vv, o valor de Fis foi igual a
-0,7521; para os locos Vmc4c6 e Udv085 foi igual a -0,8400 e a -0,8474,
respectivamente, e o maior valor de Fis (-1,0000) foi observado nos locos Vmc4al,
SculOvv, Udv01l1l, Udv034 e Udv032, os quais apresentaram 100% das plantas
heterozigotas.

A analise da divergéncia genética entre as amostras dos quatro acessos
(Fst) da cultivar Italia resultou em um valor global igual a 0,0688 (Quadro 10),
indicando um nivel moderado de divergéncia genética entre as mesmas, de acordo
com as proposicdes de Wright (1978). Segundo este autor, o valor de Fst entre 0,05
e 0,15 indica moderada diferenciacdo entre os acessos analisados. Um nivel de
diferenciacdo genética moderado (Fst = 0,0648) também foi descrito nos seis clones
da cultivar Itdlia analisados por Maia (2009) e para outras cultivares locais e
comerciais da Tunisia (Fst = 0,06) (Snoussi et al., 2004). Nos quatro acessos da
cultivar Itdlia analisados no presente estudo, os valores de divergéncia genética
foram altos (0,25 </= Fst>/= 0,15), de acordo com Wright (1978), nos locos Udv01l
(Fst = 0,2244), Vmc4d4 (Fst = 0,2616) e Scu0O8vv (Fst = 0,2055), indicando que
estes trés locos sdo adequados e podem ser recomendados para diferenciar as
guatro amostras da cultivar Italia.

Um fendtipo formado por trés bandas no gel de agarose foi observado no
loco Udv32 nas amostras dos quatro acessos da cultivar Italia (Figura 4), indicando a
ocorréncia de quimerismo somatico para 0s quatro acessos. O quimerismo somatico

€ bastante comum em videira (Pelsy, 2010). Este tipo de instabilidade alélica tem
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sido estudado e descrito para locos SSR em diferentes variedades de uvas (Riaz et
al., 2002; Franks et al., 2002; Bertsch et al., 2003; Hocquigny et al., 2004; Crespan,
2004; Moncada et al., 2005; 2006; Maia et al., 2009) e a estrutura quimérica dos
locos SSR tem sido apontada como geradora e como justificativa para a existéncia
de divergéncia genética entre clones das cultivares Cabernet Sauvignon e Pinot
(Moncada et al., 2006). O termo quimerismo, ou quimeras, foi definido (Dermen,
1960) para caracterizar um tipo especifico de mosaico genético, em que uma ou
duas camadas inteiras de células do meristema apical sdo geneticamente distintas e
cada uma permanece se desenvolvendo independente das camadas adjacentes, ou
seja, as camadas de células do meristema contém alelos diferentes (Thompson e
Olmo, 1963). Embora este terceiro alelo do fenotipo de 3 bandas néo tenha sido
considerado para os calculos do numero de alelos e estimativas da divergéncia
genética nos quatro acessos da cultivar Italia, a existéncia do terceiro alelo no loco

Udv32 aponta para uma diversidade genética real, maior que a estimada.

M 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46

47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

Y7

12

Figura 4 - Géis de agarose 4% (50% agarose comum e 50% agarose Metaphor),
mostrando um terceiro alelo (c) encontrado juntamente com os alelos a e b,
formando um fenétipo de 3 bandas (quimérico) para os DNAs de plantas dos quatro
acessos da cultivar Italia amplificados com o primer do loco Udv32.

40



As relacdes de similaridade e distancia genética de Nei entre as mostras dos
guatro acessos estudados podem ser visualizadas no Quadro 11 e na Figura 5. Os
valores de similaridade genética variaram de 0,8516 (entre as amostras dos acessos
2 e 4) a 0,9884 (entre as amostras dos acessos 1 e 3). A maior similaridade genética
foi observada entre as plantas de um acesso de Marialva (acesso 1) e 0 acesso de
Sarandi (acesso 3). Esta evidéncia indica que, apesar de 0s primeiros parreirais
plantados no municipio de Marialva (PR), no ano de 1962, terem sido provenientes
de material propagativo do municipio de Ferraz de Vasconcelos (SP), conforme o
relato de Oliveira-Collet (2006), as mutacdes e/ou recombinacdes somaticas
estabelecem um mosaico genético (Crespan, 2004; Martinez et al., 2006) e podem
ser eventualmente fixadas e transferidas para novas plantas por propagacéo
vegetativa, promovendo uma diferenciagdo do DNA entre clones de uma mesma

origem.

Quadro 10 - Estimativa do nimero de alelos observados (Na), niumero efetivos de
alelos (Ne), heterozigosidade observada (Ho), esperada (He), diversidade genética
(Fis) e diferenciacdo genética (Fst) dos quatro acessos da cultivar Italia de Vitis
vinifera L.

Locos Na Ne Ho He Fis Fst
UdvOo1l 3 2,0294 0,0351 0,5117 0,9118 0,2244
Vmc4d4 2 1,9945 0,0000 0,503 1,0000 0,2616
Vmc4al 2 2,0000 1,0000 0,5044 -1,0000 0,0000
Scu08vv 2 1,9011 0,0000 0,4782 1,0000 0,2055
Udv085 2 1,9945 0,9123 0,503 -0,8474 0,0086
Udv096 2 1,9945 0,2105 0,503 0,5370 0,1184
Vmc4c6 2 1,9994 0,9123 0,5043 -0,8400 0,0059
SculOvv 2 2,0000 1,0000 0,5044 -1,0000 0,0000
Udv011 2 2,0000 1,0000 0,5044 -1,0000 0,0000
Udv034 2 2,0000 1,0000 0,5044 -1,0000 0,0000
Scul5vv 2 1,9514 0,8421 0,4918 -0,7521 0,0150
Vvmd5 2 1,5888 0,0000 0,3739 1,0000 0,0563
Udv032 2 2,0000 1,0000 0,5044 -1,0000 0,0000
Média 2,0769 1,9580 0,6086 0,4916 -0,3404 0,0688

A maioria dos clones em uma variedade séo idénticos, mas alguns podem
mostrar genaotipos e até mesmo fendtipos divergentes. As diferencas entre os clones
podem ser resultantes de polimorfismo clonal que ocorre principalmente devido a
eventos natuais de mutacdes e estes podem ocorrer durante o desenvolvimento da

videira (Hartmann et al., 2001), e/ou devido a modificacbes epigenéticas em
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resposta ao ambiente (Kaeppler et al., 2000), ou a partir da presenca de agentes
fitopatoldgicos, tais como virus e virdides (Walter e Martelli, 1998). Esta proposta
permite supor que a exposicdo das folhas da cultivar Itdlia a determinados
fungicidas, por exemplo, frequentemente aplicados para o controle de doencas
comuns em vinhedos da regido (Collet, informacdo pessoal), esteja induzindo
mutacbes de ponto e/ou quebras cromossOmicas, contribuindo, assim, para
promover variagdes nas frequéncias de alelos em locos SSR de folhas de plantas da
cultivar Itdlia. A acdo de fungicidas inibindo sete carboxilesterases de diferentes
locos em folhas das plantas da cultivar Italia foi descrita por Orasmo (2006). A
presenca de plantas quimeras encontradas nos clones de Itdlia plantados em
Marialva (PR) e também em Sarandi (PR) pode justificar a alta variabilidade genética
(50% de segmentos de DNA polimérficos), encontrada na analise de RAPD descrita
por Maia et al. (2008), e também para justificar a distancia genética observada entre

as amostras dos acessos 2 e 4 (0,1607), estudados no presente trabalho.

Quadro 11 - Coeficiente de similaridade e distancia de Nei entre as plantas dos
guatro acessos da cultivar Italia

Acessos 1 2 3 4

1 0,9079 0,9884 0,9450
2 0,0966 0,8669 0,8516
3 0,0117 0,1428 0,9541
4 0,0566 0,1607 0,0470

O dendrograma obtido a partir da analise das similaridades genéticas mostra
a formacdo de dois grupos (Figura 5). No primeiro grupo, estdo organizadas as
amostras dos acessos 1, 3 e 4 (Marialva 1, Sarandi 3 e Marialva 4) e as plantas do
acesso 2, geneticamente mais distante, formaram um grupo isolado dos demais
(Figura b).

r—— Marialva - Acesso 1
L Sarandi- Acesso 3

= Marialva - Acesso 4
Marialva - Acesso 2

4.02 1.87 0.0

Figura 5 - Dendrograma da distancia genética entre os quatro acessos da cultivar
Itdlia. A estimativa foi realizada por meio do método UPGMA empregando o
programa POPGENE 1.32 (YEH, et al., 1999).
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A organizagdo de dois grupos relativamente divergentes com 0s quatro
acessos de origem comum da cultivar Itdlia, mostra que os marcadores SSR usados
para a andlise foram adequados e efetivos para discriminar amostras muito similares
da cultivar Italia, contrariando algumas evidéncias de que os marcadores SSR nao
sdo adequados para discriminar clones (Moncada et al., 2006). A investigacao de
Moncada et al. (2006) com 84 marcadores microssatélites revelou niveis de
similaridade genética maiores que 97% em um conjunto de 59 clones de Cabernet
Sauvignon coletados em sete paises. Hocquigny et al. (2004) também descreveram
niveis de similaridade genética maiores que 96%, em um conjunto de 145 clones de
cinco cultivares Pinot, analisando 50 marcadores microssatélites. Nas amostras dos
guatro acessos estudados no presente estudo, a analise dos 13 locos SSR mostrou
um nivel de similaridade inferior a 90% entre os acessos 2 e 4 (I = 0,8516), ambos
cultivados na regido de Marialva (PR) e com a mesma origem.

Uma analise bayesiana foi realizada para confirmar e explorar as relagdes
geneéticas entre os genotipos individuais. Esta analise foi realizada com o programa
STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al. 2000). Para cada uma das 5 mil corridas, foram
realizadas 50.000 repeticdes e o grupo mais apropriado foi selecionado por meio do
método proposto por Evanno et al. (2005). O valor 6timo de K determinado pela
analise Baysiana (AK2 = 0,00; AK3 = 16,9334; AK4 = 1,1225; AK5 = 0.00) indicou
gue as plantas dos quatro acessos foram agrupadas em trés grupos. O bar plot
obtido para o valor de K (K = 3; AK = 16,9334) e os resultados foram consistentes
com a evidéncia de que os alelos estdo misturados nas amostras dos acessos 1, 3 e
4 e que, no acesso 2, ocorre o predominio de alelos dos grupos vermelho e azul.

A analise do bar plot (Figura 6) indica a divisdo das amostras de acordo com
suas relacbes genéticas. Os trés grupos de alelos podem ser observados nas
amostras dos quatro acessos. Embora as amostras dos 4 acessos compartilhem
uma parte dos trés conjuntos de alelos, a frequéncia com que estes alelos séo
compartilhados em cada acesso imprime uma caracteristica genética para cada um
deles (Quadro 12). E possivel observar que, nas amostras do acesso 2, existe maior
proporcao para o grupo de alelos simbolizados pelas cores verde e vermelha (0,557
e 0,417, respectivamente), e que o grupo de alelos simbolizado pela cor azul,
frequente para as demais amostras, aparece em uma baixa frequéncia (0,025),

determinando a diferenciagéo entre as amostras do acesso 2 e as amostras dos
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demais acessos. Esta mesma forma de organizacdo foi observada para a anélise
com o método UPGMA.

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

Acesso 1 Acesso2 Acesso3 Acesso 4

Figura 6 - Bar plot das amostras dos quatro acessos da cultivar Itdlia agrupadas em
3 grupos alélicos. Grupo 1 (vermelho), grupo 2 (verde) e grupo 3 (azul).

A Figura 6 ilustra claramente a similaridade entre as amostras dos acessos
1, 3 e 4 e a divergéncia das amostras do acesso 2. No bar plot, é evidente que as
amostras do acesso 2 se diferenciam das demais, devido a frequéncia menor de
alelos do grupo 3 (azul), sugerindo que a diferenciacdo genética nos acessos da
cultivar Itadlia de origem comum pode ocorrer devido a perda de alelos. A
heterozigosidade alta como resultado do cruzamento entre Bicane e Moscatel de
Hamburgo que originou a cultivar Italia (Souza, 1996) parece se perder em
determinado acesso (acesso 2, por exemplo), levando a diferenciacdo genética do
mesmo. Esta sugestdo de perda de alelos levando a uma diferenciacdo genética
pode ser sustentada pela evidéncia do ndo surgimento de novos alelos nos locos
SSR no periodo de 6 anos (2006 — 2012). As mutacdes somaticas em nivel de DNA
nos acessos de ltalia da regido de Marialva ndo ocorrem devido ao surgimento de

novos alelos em locos SSR.

Quadro 12 - Numero de acessos, proporcao de plantas distribuidas em cada grupo
alélico e numero de plantas analisadas em cada acesso

Grupos
Acessos 1 2 3 N° de plantas
1 0,278 0,320 0,403 16
2 0,557 0,417 0,025 12
3 0,204 0,283 0,514 14
4 0,249 0,298 0,453 15

44



4.2. Andlise do marcador ISSR

Apenas 14 dos 30 primers para ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)
testados amplificaram e apresentaram padréo bem definido de bandas no gel: ISSR-
2, ISSR-5, ISSR-6, ISSR-8, ISSR-18, ISSR-19, ISSR-20, ISSR-21, ISSR-23, ISSR-
807, ISSR-811, ISSR-813, ISSR-822 e ISSR-825 (Quadro 13). Esses 14 primers
foram utilizados para amplificar o DNA das 57 amostras dos quatro acessos,
gerando 135 segmentos de DNA reproduziveis (bandas), dos quais 23 foram
polimérficos nas amostras do acesso 1 (polimorfismo de 17,04), 26 nas amostras do
acesso 2 (polimorfismo de 17,78), 28 nas amostras do acesso 3 (polimorfismo de
20,74) e 31 nas amostras do acesso 4 (polimorfismo de 22,96) (Quadro 14). O
numero de bandas produzidas para cada primer variou de 7 a 13, com uma media
de 9,64 segmentos de DNA por primer. O menor numero de segmentos (7) foi
produzido pelos primers ISSR-2, ISSR-6 e ISSR-20 e o maior nimero de segmentos
(13) foi produzido pelo primer ISSR-5 (Quadro 13). O padrao de segmentos de DNA
amplificados pelo primer ISSR-811 esta apresentado na Figura 7.

A proposta de usar marcadores ISSR para analisar o polimorfismo em nivel
de DNA das amostras de acessos da cultivar Italia pode ser considerado uma
estratégia promissora e interessante para comparar amostras de acessos, porque 0
numero de segmentos inter locos SSR amplificadas no presente estudo foi mais alto
(135) do que os numeros de segmentos amplificados descritos em outros estudos
com videiras (Argade et al., 2009; Hassan et al., 2011; Zeinali et al., 2012). Argade et
al. (2009) descreveram 94 marcadores ISSR em 43 variedades de uvas sem
sementes, usando 0 mesmo namero de primers (14) usado no presente estudo com
0os clones de Italia. Hassanet al. (2011) aplicaram 10 primers para ISSR em
variedades de uvas egipsias e encontraram 48 segmentos amplificados. Em
variedades de uvas do Ird, Zeinali et al. (2012) descreveram 91 segmentos
amplificados. Nestes estudos, assim como em outros estudos com uvas (Nookaraju
e Agrawal, 2012; Jing e Wang, 2013), os marcadores ISSR tém sido apontados
como promissores para comparar variedades, devido ao nimero, a defini¢cdo clara e
a reprodutibilidade de segmentos amplificados. Em estudos onde foram usados
marcadores RAPD e ISSR para comparar cultivares de V. vinifera no Chile
(Cabernet sauvignon, Cabernet franco, Merlot e Carmenere), as duas técnicas foram

capazes de distinguir as cultivares, mas o poder de resolucdo do ISSR foi
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considerado superior ao do RAPD, sugerindo que este seria 0 marcador mais
adequado para analisar um grande numero de cultivares. Com este marcador, foi
possivel detectar variabilidade entre clones de Merlot chileno e francés, com um alto
grau de divergéncia (64%) entre eles, sugerindo que o Merlot francés ndo € nem
mesmo um parente préximo do estoque do Merlot do Chile (Herrera et al., 2002).

Quadro 13 - Primers, sequéncias de nucleotideos dos primers ISSR e niumero de
segmentos por primer amplificados nas amostras dos quatro acessos da cultivar
Italia

Primers S(z:g’uingl?s T. de anelamento (°C) e?rﬁglmiggooss
ISSR-6 (AG)sTA 51°C 7
ISSR-807 (AG)sT 50,5°C 11
ISSR-811 (GA)sC 50,5°C 11
ISSR-813 (CT)sT 49,5°C 10
ISSR-19 (AG)sTG 50°C 9
ISSR-20 (AG)sCC 50°C 7
ISSR-825 (AC)sT 49,5°C 11
ISSR-2 (AC)sAG 51°C 7
ISSR-822 (TC)g? 50,5°C 9
ISSR-23 (AG)sAT 51,5°C 11
ISSR-21 (GA)sT 50°C 9
ISSR-18 (AG)sTT 50°C 10
ISSR-5 (AC)sAA 51°C 13
ISSR-8 (ACTC)4 51°C 10
TOTAL 135

O polimorfismo nas sequéncias inter locos SSR (ISSR) foi alto (80%) nas 57
plantas dos quatro acessos, mas baixo entre as amostras de cada acesso analisado.
O polimorfismo nas ISSR foi maior para as amostras do acesso 4 (22,96%). O indice
de Shannon (h) e a diversidade genética de Nei (i) usados como parametros para
expressar a diversidade genética em amostras de populacdes, também foram
maiores nas amostras do acesso 4 (Quadro 14). Os valores de indice de Shannon e
de diversidade genética descritos com os marcadores ISSR em uvas tém sido
maiores dos estimados nas amostras dos acessos da cultivar Italia. Jing e Wang

(2013) descreveram valores maiores, tanto para indice de Shannon (0,40) como
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para a diversidade genética de Nei (0,24), usando ISSR para estudar a relacao
genética entre espécies de uvas selvagens chinesas e cultivares americanas e

europeias.

M1 2 34 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

M 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46

M 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

Figura 7 - Gel de agarose comum concentrado 1,5%, utilizado para separar 0s
segmentos amplificados de DNAs das 57 amostras dos quatro acessos da cultivar
Itélia pelo primer ISSR-811. M € o marcador de peso molecular DNA Ladder 1 Kb
(Invitrogen).

O nivel de divergéncia genética estimado para os marcadores de ISSR das
amostras dos quatro acessos da cultivar Itélia, representado por Gst, foi alto (Gst =
0,2127). Este alto valor se deve a grande variagdo para alguns segmentos de ISSR,
indicando que os quatro acessos de origem comum formam amostras geneticamente
estruturadas, onde a diversidade genética € baixa dentro das amostras de cada
acesso e alta entre as amostras dos quatro acessos. De acordo com Wright (1978),
valores de Gst entre 0,15 e 0,25 indicam alto nivel de divergéncia interpopulacional
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ou alto nivel de diferenciacdo genética entre as popula¢des. Portanto, o polimorfismo
nas sequéncias interlocos SSR promove divergéncia genética entre as amostras dos

quatro acessos.

Quadro 14 - Amostras de acessos, Numero de alelos observados (Na), NUmero
efetivo de alelos (Ne), Indice de Shannon (h), Diversidade genética de Nei (1973)(i),
N° de locos polimdrficos e a porcentagem de locos polimorfico

N° de locos % de locos

Acessos Na Ne h ! polimérficos  polimérficos
Acessol 11704 11429 00765 0,1089 23 17,04%
Acesso2 11926 1,1642 00875 0,1241 26 19,26%
Acesso3  1,2074 1,1496  0,0841  0,1222 28 20,74%
Acesso4 12296 1,1708  0,0954 0,138 31 22,96%
Médiallocos 1,3407 11826  0,1095 0,1671 108 80%

O valor de similaridade genética estimado pelo coeficiente de Nei (NEI,
1972) evidenciou que as amostras dos acessos 2 e 3 sdo as mais similares (I =
0,9801) e que as amostras dos acessos 1 e 4 sdo as mais divergentes (I = 0,9503)
(Quadro 15). O dendrograma representando as relacbes de identidade entre os
guatro acessos esta na Figura 8. Este dendrograma mostra a formacdo de dois
grupos. A amostras dos acessos 1, 2 e 3 foram organizadas no primeiro grupo e a
amostra do acesso 4, que apresenta o maior polimorfismo nos marcadores ISSR,
esta isolada no segundo grupo. O intervalo dos valores de identidade genética entre
0,9503 e 0,9803 estimados indica a base genética estreita das amostras dos quatro
acessos, que deve ser devido a origem comum destes acessos. A base genética
revelada com os marcadores ISSR em uvas tem sido mais ampla. Jing e Wang
(2013) descreveram um intervalo de 0,08 a 0,93 entre espécies de uvas selvagens
chinesas e cultivares americanas e europeias, indicando grande diversidade entre os
acessos destas uvas, que pode ser justificado pela origem diversa das mesmas.

Uma base genética estreita nas amostras dos quatro acessos da cultivar
Italia também foi evidente quando as 57 plantas foram individualmente comparadas,
usando o coeficiente de Jaccard e com o programa NTSYS (Rholf, 1989). Os valores
de identidade genética entre as plantas foram observados no intervalo de 0,8358
(entre a planta 7 do acesso 1 e a planta 24 do acesso 2; entre a planta 8 do acesso

1 e a planta 24 do acesso 2) a 1,0000 (plantas 17 e 18 do acesso 2). O
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dendrograma gerado a partir da analise de similaridade genética, representado na
Figura 9, mostrou a organizagdo de um grupo maior (um grande grupo), onde estao
agrupadas 92% das plantas, e um grupo menor, com apenas 8% das 57 plantas dos
acessos da cultivar Itdlia. No dendrograma da Figura 9 também estd evidente os
efeitos da origem comum dos quatro acessos. O polimorfismo observado nas
regides de ISSR foi alto (80%) e o indice de similaridade também (0,9503 — 0,9801
entre acessos, e 0,8358 — 1,0000 entre plantas).

Quadro 15 - Coeficiente de similaridade e distancia genética de Nei, avaliados para
0S quatro acessos da cultivar Italia

Acessos 1 2 3 4
1 Fkkk 0,9742 0,9694 0,9503
2 0,0261 Fkkk 0,9801 0,9758
3 0,0311 0,0201 kokx 0,9676
4 0,051 0,0245 0,0329 Fkkk

Marialva - Acesso 1

2
Marialva - Acesso 2
—{ 3 1
Sarandi - Acesso 3
Marialva — Acesso 4
o,is D.EJZ 1,Eu j

Figura 8 - Dendrograma da distancia genética entre as amostras dos quatro acessos
da cultivar Italia. A estimativa foi realizada por meio do método UPGMA empregando
o programa POPGENE 1.32 (Yeh, et al., 1999).

Além das anadlises realizadas com o coeficiente de Nei (1973) e com o
coeficiente de Jaccard, foi realizada uma andlise bayesiana das relacdes genéticas
para os dados obtidos com ISSR. Para esta andlise, foi utilizado o programa
STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Para cada uma das 5 mil corridas, foram
realizadas 50.000 repeticdes e 0 grupo mais apropriado foi selecionado por meio do
método proposto por Evanno et al. (2005). O valor étimo de K, determinado pela
analise Baysiana, indicou que as plantas dos quatro acessos foram agrupadas em
trés grupos (K = 3; AK = 1,6808). O bar plot obtido para o valor de K (K = 3; AK =

1,6808) esta representado na Figura 10 e os resultados mostram que a maioria das
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plantas (96,5%) pertencem ao grupo 3 (azul), 2% ao grupo 1 (vermelho) e apenas
1,5% pertencem ao grupo 2 (verde).
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Figura 9 - Dendrograma construido para as 57 amostras dos quatro acessos da
cultivar Italia analisadas com marcadores de ISSR utilizando o programa Ntsys-pc -
2.02K(ROHLF, 2000) e o método de UPGMA.

A prevaléncia de homogeneidade de plantas compartilhando 0 mesmo grupo
azul no bar plot reflete bem a origem comum das amostras dos quatro acessos da
cultivar Italia, apesar do polimorfismo alto (80%) identificado nas regides inter locos
SSR.

Figura 10 - Dendrograma obtido com o programa Structure para as 57 plantas de
uva Italia analisadas com ISSR.
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A andlise da divergéncia genética entre as amostras dos quatro acessos
(Fst) da cultivar ltalia, utilizando o marcador SSR, foi de 0,0688 (Quadro 10),
indicando um nivel moderado de divergéncia genética entre as mesmas. Este
resultado difere dos obtidos com o marcador ISSR. Para este marcador, o valor de
Gsr foi de 0,2127, indicando que, com esta andlise, € possivel observar um alto nivel
de variacdo entre as 57 amostras dos quatro acessos. Este resultado € um reflexo
das diferentes sequéncias do genoma avaliadas por estes dois marcadores.

Os microssatélites, no presente trabalho, revelaram similaridade entre
85,16% a 98,84% e os resultados permitiram a separacdo das amostras dos quatro
acessos em 2 grupos: no primeiro grupo temos as amostras dos acessos 1, 3 e 4 e
no segundo grupo as amostras do acesso 2. Para o ISSR, a relagdo de similaridade
e de distancia genética de Nei entre as amostras dos quatro acessos foi de 0,9503
entre as amostras de acessos 1 e 4 e de 0,9801 entre as amostras de acessos 2 e 3.
Para o ISSR, também observamos a formacéo de 2 grupos: no primeiro grupo estao
as amostras de acessos 1, 2 e 3 e no segundo as amostras do acesso 4. A
avaliacdo das sequéncias de ISSR indica que os quatro acessos de origem comum
apresentam a variacao distribuida no genoma de todas as 57 amostras dos quatro

acessos, nao possibilitando que estes fossem discriminados.
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5. CONCLUSOES

a) Marcadores microssatélites foram utilizados nesta analise para averiguar
a estabilidade genética em plantas de acessos da cultivar Itdlia e foi possivel
constatar que, em um periodo de 6 anos de cultivo, esta cultivar tem se mantido
inalterada, apresentando estabilidade genética. Este fato pode ser constatado pelo
namero de alelos mantidos em analise realizada em 2006 (2,12 alelos) e em 2012
(2,08 alelos).

b) O polimorfismo observado para as sequéncias de microssatélites foi de
61,54%. Os resultados obtidos com este marcador possibilitaram discriminar
amostras muito similares dos quatro acessos da cultivar Itélia, contrariando as
evidéncias de que o0s marcadores microssatélites ndo sédo adequados para
discriminar clones.

c) As sequéncias inter microssateélites (ISSR) apresentaram um polimorfismo
de 80%. Apesar do alto polimorfismo para este marcador, com os resultados obtidos,
nao é possivel discrimar as amostras dos quatro acessos. Os marcadores de ISSR
indicam que os quatro acessos de origem comum apresentam a variacao distribuida
no genoma de todas as amostras e isso € observado pelo alto indice de similaridade

entre 0s acessos e entre as plantas.
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