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1. Introducio

1.1. Caracterizacao das
cultivares de Vitis vinifera L.

As cultivares ‘Italia’, ‘Rubi’, ‘Beni-
taka’ e ‘Brasil’ de Vitis vinifera L. co-
nhecidas como uvas finas de mesa em
razio da qualidade e aparéncia de
seus frutos (Figura 01), sdo cultivadas
na regiao noroeste do estado do Pa-
rand. A origem destas cvs. tem sido
proposta como decorrente de muta-
¢oes somaticas ocorridas em setores
da cv. ‘Ttalia’, originando as cvs. ‘Rubi’
e ‘Benitaka’, e em setores de ‘Beni-
taka’, originando a cv. ‘Brasil’. A cv.
‘Ttalia’ e suas mutacdes apresentam
poucas diferencas morfologicas, e, em
nivel bioquimico e molecular, os pri-
meiros trabalhos foram realizados por
Oliveira-Collet (2003) e Zequim-Maia
(2003), respectivamente.

As cvs. ‘Italia’, ‘Rubi’, ‘Benitaka’ e
‘Brasil’ tem sido descritas como dife-
rindo apenas na coloracao dos frutos.
A ‘Itdlia’ apresenta bagas de cor es-
verdeada a levemente amarelada,
quando maduras. A cv. ‘Rubf’, descri-
ta como origindria de mutacdo soma-
tica espontianea na cv. ‘Italia’, ocorri-
da em um parreiral comercial do pro-
dutor Kotaro Okuyama, no municipio
de Santa Mariana (PR), em 1972 (Kishi-
no & Mashima, 1980), diferencia-se da
cv. original (‘Itdlia’) pela coloracio
rosada das bagas. A cv. ‘Benitaka’ tam-
bém descrita como origindria de uma
mutacao somdtica espontinea, encon-
trada em parreiral de ‘Italia’, do viti-
cultor Sadao Takakura, em Florai (PR),
em 1988 (Sousa, 1996), difere da cv.
‘Ttalia’ e também da cv. ‘Rubi’ pelo
intenso desenvolvimento da cor rosa-
da-escura, desde o inicio da matura-
¢a0. A cv. ‘Brasil’ por sua vez, foi des-
crita como derivada da ‘Benitaka’, por
mutacao somdtica espontinea, encon-
trada na propriedade de Hideo
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Takakura, também em Florai (PR), no
ano de 1991 (Gongalves, 1995). Essa
cv. difere das outras cvs. de cor (‘Rubf’
e ‘Benitaka”) pela cor preta da casca
e polpa colorida de vermelho. Os fru-
tos das quatro cvs. sao apresentados
na figura 01.

2. Analises bioquimicas
das cvs. de V. vinifera

2.1. Metodologia

As andlises bioquimicas das cvs.
de V. vinifera mantidas na regiao no-
roeste do estado do Parana foram re-
alizadas em amostras de brotos folia-
res de 179, 183, 99 e 70 plantas dos
cvs. ‘Italia’, ‘Rubi’, ‘Benitaka’ e ‘Bra-
sil’, respectivamente, coletadas em 55
parreirais. A homogeneizacao das
amostras ocorreu em tubos de micro-
centrifuga, com auxilio de bastido de
vidro apropriado, usando solucao de
extracdo preparada com Tris-HCl
0,1M, pH 8,5, PVP-40 4%, EDTA 0,2
%, acido ascorbico 0,2 %, borato de
sodio 0,38 %, cloreto de sodio 0,36 %
e PEG 4%, as amostras permanece-
ram no gelo durante toda a manipu-
lacio. Apés a homogeneizacio, as
amostras foram centrifugadas a 20.000
r.p.m. durante 30 minutos, na tempe-
ratura de 4 °C.

Os sobrenadantes foram adsorvi-
dos em papel Whatman n° 3 (4x5mm)
e aplicados em gel de amido 16% (pe-
netrose [150), previamente prepara-
do com solugdes tampao adequadas
para cada um dos sistemas enzimati-
cos analisados (Tabela 01). Apds a
migracdo, os géis foram cortados lon-
gitudinalmente em 2 ou 3 camadas,
para proceder-se a coloracdo especi-
fica para cada isozima (Tabela 02). A
incubacao dos géis foi feita a 37°C.

Concluidas as reagdes de colora-
cido, os géis foram lavados e fixados



com uma solucdo preparada com me-
tanol, 4gua destilada e acido acético
(5:5:1). Depois desse procedimento de
fixacio, os géis foram fotografados e
registrados como esquemas.

2.2. Resultados e Discussao

As isozimas foram definidas por
Market e Moller (1959) como formas
moleculares multiplas de um sistema
enzimatico que atuam sobre um mes-
mo substrato, e representam os pro-
dutos de genes constitutivos, poden-
do ser utilizadas, portanto, para ava-
liar a identidade genética entre os
exemplares de uma amostra popula-
cional.

A anilise dos seis sistemas enzi-
mdticos permitiu a identificacio de 7
isoesterases, 8 isozimas malato desi-
drogenases, 2 isoperoxidases, 2 isozi-
mas glutamato desidrogenases, 2 iso-
zimas fosfatase alcalina e 5 isozimas
fosfatase dcida, totalizando assim, 26
isozimas que foram utilizadas como
marcadores bioquimicos para a com-
paracao individual das amostras de V.
vinifera. A comparacio destas isozi-
mas revelou uma relativa uniformida-
de genética entre as cvs. ‘Itdlia’, ‘Rubf’,
‘Benitaka’ e ‘Brasil’ (Figura 02).

A historia do cultivo e desenvolvi-
mento destas cvs. justificam estes re-
sultados. De acordo com a viticultora
Yassuko Yamanaka (informacgdes pes-
soais), o cultivo da uva fina de mesa
‘Italia’ no municipio de Marialva (PR)
foi iniciado na década de 60, pela
colénia japonesa, com uma pequena
quantidade de material vegetativo,
cerca de 10 gemas, oriundas de uma
propriedade no municipio Ferraz de
Vasconcelos (SP). Os primeiros par-

reirais, plantados, estavam nas propri-
edades dos Senhores Yamanaka e
Wakita, no ano de 1962; a partir des-
tes, novos parreirais foram formados
em diferentes propriedades na regiao
noroeste do estado do Parana.

Além dos fatores historicos e da
propagacao vegetativa que caracteri-
za o cultivo de ‘Italia’, ‘Rubi’, ‘Beni-
taka’ e ‘Brasil’, as plantas destas cvs.
de V. vinifera sofrem autofecundacio.
Estes eventos devem contribuir para
a uniformidade genética. Um nimero
significante de pesquisas com isozi-
mas de espécies colonizadas, prima-
riamente autofecundadas, tem reve-
lado que estas sdo geneticamente uni-
formes ou contém um baixo nivel de
polimorfismo e de heterozigosidade
(Allard et al., 1978, Crawford & Smi-
th, 1979, Marshall & Weiss, 1982, Gi-
les, 1983, Scribailo et al., 1984, Wolff
& Jefferies, 1987a, b, Koniuszek &
Verkeij, 1982, Van Oostrum et al., 1985,
Sharitz et al., 1980).

Subden et al. (1987) estudaram a
variabilidade isoenzimatica de clones
fenotipicamente distintos das cvs.
‘Chardonnay’ e ‘Riesling’ de V. vinife-
ra e nao detectaram diferencas entre
os clones nessas cvs., apesar da di-
versidade morfologica apresentada
por elas. Os autores concluiram que
as diferencas fenotipicas entre as cvs.,
provavelmente, refletem polimorfis-
mos de genes que controlam a mor-
fologia das plantas, e nao aqueles
genes associados com o metabolismo
intermediario.

Virios estudos tém mostrado que
as variacoes morfologicas nem sem-
pre estdo associadas as alteracoes bi-
oquimicas decorrentes de alteracoes
em /Joci codificadores de isozimas

(Hamrick, 1989; Noh & Minocha, 1990;
Nagai et al., 1991; Mangolin & Ma-
chado, 1997). As alteracdes economi-
camente significantes, ou mutacoes
somdticas, que marcaram as diferen-
tes cores dos frutos nas cvs. ‘Rubfi’,
‘Benitaka’ e ‘Brasil’, também nao pa-
recem estar associadas com mutacoes
especificas em genes constitutivos,
responsaveis pela codificacio das iso-
zimas analisadas neste estudo.

As mutacoes em setores da cv. ‘Ita-
lia’, que originaram as cvs. ‘Rubi’ e
‘Benitaka’, foram registradas somente
uma vez (Kishino & Mashima, 1980;
Sousa, 1996), e relatos de alguns pro-
dutores das regioes norte e noroeste
do estado do Parani, concordam com
a proposicao de que tais mutagdes
devem ter ocorrido apenas uma tni-
ca vez (informacdes pessoais, Eng.
Agronomo M. A. Collet). Por outro
lado, os produtores ji citados relata-
ram em pelo menos 5 plantas da cv.
‘Benitaka’ mantidas em trés proprie-
dades diferentes, a ocorréncia de al-
guns cachos caracteristicos da cv. ‘Bra-
sil’, no periodo 1995-2002 (Oliveira-
Collet, 2003), indicando assim, que a
conversao de fenétipo ‘Benitaka’ —
‘Brasil’ € um evento relativamente fre-
quente.

Neste mesmo periodo foram rela-
tadas reversoes para o fendtipo ‘Ita-
lia’ em parreirais de ‘Rubi’ (cerca de
30 plantas com cachos apresentando
setores de ‘Italia’, em 10 parreirais) e
em parreirais de ‘Benitaka’ (figura 03,
cerca de 40 plantas com cachos apre-
sentando setores de ‘Italia’ em 10 par-
reirais), e para o fenétipo ‘Benitaka’,
em parreirais de ‘Brasil’ (cerca de 200
plantas com cachos apresentando se-
tores de ‘Benitaka’ em 6 parreirais).

Tabela 01. Sistemas Eletroforéticos para a analise das isozimas de Vitis vinifera L

Sistema A

Tampao do Gel

Histidina-HCI 0,05M e EDTA
0,0014M, pH 7,0 ajustado com tris

Sistema B

1M, e diluido a 4:5

Tampao dos Eletrodos

Condigoes da Corrida

Tris 0,125 M, pH 7,0
ajustado com 4dcido citrico 1M

15:30 horas50 V no gel

Sistema A: Utilizado para MDH e GDH
Sistema B: Utilizado para EST, ACP, POD e ALP

Tris 0,01 M e ac. citrico 0,0028M,
pH 7,5

Tris 0,1M e ac. citrico 0,028M,
pH 7,5

5 horas e 35 mA na fonte
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Figura 2. Géis de eletroforese de isozimas com amostras de brotos
foliares das diferentes cvs. De Vitis vinifera de isozimas. A)
esterase; B) malato desidrogenase; C) peroxidase; D) glutamato
desidrogenase; E) fosfatase alcalina; F) fosfatase acida

De acordo com essas evidéncias,
e considerando que a expressao dos
sete genes envolvidos na via do pig-
mento antocianina de V. vinifera seja
controlada por um gene regulatério
(Boss et al., 19906), a proposta do pre-
sente estudo para o surgimento das
cvs. ‘Itdlia’, ‘Rubi’, ‘Benitaka’ e ‘Brasil’
¢ que as alteragoes morfoldgicas que
as distinguem devem ser decorrentes
de alteracoes em pelo menos 4 genes
regulatérios, envolvidos na expressio
de antocianinas, determinantes da
coloracao dos frutos nessas cvs.

Um gene regulatério C permite a
expressao da cor nas cvs. ‘Rubi’ e ‘Be-
nitaka’. Em contraste, o alelo ¢ previ-
ne a expressiao da cor, e a constitui-
¢ao cc apresenta um efeito epistitico
para a biossintese de antocianinas nos
frutos da cv. ‘Itdlia’. Assim, uma mu-
tacdo na composicao cc de ‘Italia’ deve
ter sido responsavel pela origem dos
setores contendo frutos com colora-
¢do rosada caracteristicos das cvs.
‘Rubi’ e ‘Benitaka’. A coloracio rosa,
mais intensa e uniforme, apresentada
nos frutos da cv. ‘Benitaka’ deve estar
sendo regulada por um gene D, de-
terminante da distribui¢io uniforme

do pigmento antocianina, enquanto o
genotipo dd determina uma colora-
¢40 rosa mais clara e diluida.

A recuperaciao do fenétipo ‘Italia’,
ocorrida em setores (ramos laterais ou
cachos, Figura 03) de plantas ‘Beni-
taka’ (0.8%) e ‘Rubi’ (0.27%), indica
uma recuperacio da constituicao do
fenotipo homozigoto cc. Isso pode
estar ocorrendo devido a eventos de
crossing-over mitotico, uma vez que
a recombinacio somdtica é um dos
processos que promovem a homozi-
gotizacao de genes que estejam na
condi¢ao heterozigota (Figura 04).
Embora os eventos de recombinacao
somdtica sejam considerados raros,
sua ocorréncia em plantas tem sido
descrita como associada com muta-
coes induzidas por agentes fisicos e
quimicos (Arenaz & Vig, 1978, Vig,
1982) e também associada as condi-
¢oes do cultivo in vitro (Machado et
al., 2000).

As evidéncias moleculares para a
ocorréncia de recombinacio mitética
nos genomas de plantas foram encon-
tradas em Nicotiana tabacum (Pe-
terhans et al., 1990), Zea mays (Das
et al., 1990, 1991) e Arabidopsis thali-
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ana (Assad & Singer, 1992). Diver-
sos estudos tém mostrado que a re-
combinac¢io mitética em fungos per-
mite a expressio de fendtipos de
genes previamente encontrados no
estado heterozigoto (Zimmermann,
1992; Kafer, 1977; Franzoni et al.
1997; Baptista & Castro-Prado, 1997).
Rearranjos somaticos podem ex-
plicar também a origem da cv. ‘Bra-
sil’ a partir da cv. ‘Benitaka’ (0.1%),
bem como a reversao fenotipica em
plantas da cv. ‘Brasil’, originando
setores com o fendtipo da cv. ‘Beni-
taka’ (28.57%). Crossing-over soma-
tico pode estar ocorrendo em genes
determinantes da modificacio de an-
tocianinas em alguns setores de plan-
tas de ‘Benitaka’. Martin e Gerats
(1993) registraram que o ajustamen-
to da cor em flores na variedade cris-
pa de Perilla frutescens é determi-
nado por genes que codificam enzi-
mas para a modificacio de antocia-
ninas, tais como glicosilacio, acila-
¢lo e metilacio. Boss et al. (1996)
mostraram que as cvs. de V. vinifera
geralmente produzem diferentes ti-
pos e quantidades de antocianinas;
dezessete tipos de antocianina foram
encontrados em amostras da cv. ‘Shi-
raz’. Trés tipos de antocianinas foram
predominantes e determinados pela
atividade de genes codificadores de
enzimas que promovem a modifica-
cdo de antocianinas. Assim, é possi-
vel sugerir que, na cv. ‘Benitaka’, os
gendtipos MM e Mm codificam enzi-
mas que determinam o tipo de anto-
cianina com colora¢ao vermelho-ro-

Figura 3. Cacho de Vitis
vinifera L. da cv. ‘Benitaka’, com
setor apresentando reversio
para o fenétipo da cv. ‘Itilia’
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taka’, em setores da ‘Bra-
sil’, pode estar ocorrendo
por acgio de alelos supres-
sores (su) que cancelam
a expressao do alelo m e
restauram o fenétipo cor-
respondente M_. O cros-
sing-over somatico no
gene supressor (Susu), em
setores da cv. ‘Brasil’, pro-
duz a constituicio susu
em ramos e cachos, de
modo que o gendtipo
mm/susu apresenta o fe-

Itilia

Figura 4. Esquema do crossing-over
mitético envolvendo os alelos Cc do
gene regulatorio que regula a expressao
do pigmento antocianina. Este processo
de recombinac¢iao somatica promove a
homozigotizacio de genes que estejam
na condicio heterozigota, e pode ser o
responsavel pela reversio dos fenotipos
das cultivares ‘Rubi’ e ‘Benitaka’ para o

fenotipo ‘Ttalia’

sada nas cascas de uvas maduras.
Crossing-over somatico, em setores do
gendtipo Mm, podem produzir a cons-
tituicdo mm que determina uma ex-
pressdo alterada para a modificacio
de antocianina e marca a cor escura
(preta ou violeta-avermelhada) das
cascas dos frutos da cv. ‘Brasil’.

A reversao para o fenétipo ‘Beni-

nétipo M_ de plantas da
cv. ‘Benitaka’ (Figura 05).

Os estudos com plan-
tas e fungos tém indicado
que os eventos de recom-
binacio somatica sio fre-
quentemente associados
com a ocorréncia de mu-
tacoes (Gorbunova et al.,
2000; Baptista e Castro-
Prado, 2002). Duplas que-
bras na molécula de DNA
podem estimular a recom-
bina¢io durante a mitose. Em cultura
de tecidos de calos, a ocorréncia de
crossing-over somatico foi considera-
da como um dos possiveis mecanis-
mos que induzem variacdo somaclo-
nal (Machado et al., 2000). As carac-
teristicas morfologicas dos somaclo-
nes produzidos in vitro regeneraram
caules com caracteristicas morfologi-

cas de cvs. e espécies encontradas em
populacdes naturais do género (Man-
golin et al., 1997).

O polimorfismo de cores de fru-
tos nas cvs. de V. vinifera, da regiio
de Marialva, indica a ocorréncia de
crossing-over somdtico em plantas cul-
tivadas na natureza. Os rearranjos so-
maticos podem explicar a origem de
novos cvs. e serem responsaveis pela
instabilidade fenotipica das cvs. ‘Rubi’,
‘Benitaka’ e ‘Brasil’.

3. Analises moleculares dos
cvs. de V. vinifera

3.1. Metodologia

Para a extra¢io do DNA foram uti-
lizadas amostras de folhas jovens (re-
cém-expandidas), coletadas de 14
plantas de cada uma das quatro cvs.
de V. vinifera, em parreirais localiza-
dos nos municipios de Marialva e Pai-
candu (PR). A extracio foi efetuada
com 100 mg de tecido em microtu-
bos, através do método descrito por
Thomas et al. (1993). A seguir as amos-
tras foram incubadas por 30 minutos
a 37°C com ocasionais inversoes. Apos
a incubacao, as amostras foram reti-
radas do banho e ao alcancarem a
temperatura ambiente foi adicionado
o mesmo volume de cloroférmio: al-
cool isoamilico, preparado na propor-
¢ao 24:1.

Tabela 02. Método de Coloragio das isozimas analisadas nos tecidos de Vitis vinifera L.

MDH

50ml de fosfato de

15ml de tris-HCl

ACP POD

50ml de acetato

25ml de acetato

ALP GDH

50ml de tris

50 ml de tris-HCI 0,1

sodio 0,05M,pH 6,5 0,1M de Na 0,1M, pH  de Na 1M, pH  0,05M, pH 8,5 M, pH 8,0
5,0 4,7
4ml de a ou B naftil 150 mg de 4cido 1,5ml de naftil 2 ml de HO, 1,5ml de 300 mg de acido
acetato malico, ajustar o fosfato 1% naftil fosfato glutdmico
pH para 8,6 apds 1%
adicao do tampao
Cofator 6 mg de NAD* 0,5ml MgCl, 6 mg de NAD
1M 0,5ml
MnCl, 1M
Corante 40mg de fast blue 0,5ml de MTT(5mg/  25mg de fast 50mg de 50mg de fast 0,5ml de MTT(5Smg/
RR salt mDO0,8ml de PMS blue RR salt benzidina blue RR salt mDO0,8ml de PMS
(5mg/ml) (5mg/ml)
Outros 15ml de agar 2% 25 ml de 0,5 ml de CacCl, 10
metanol mM
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Figura 5. Esquema indicando a origem da cv. ‘Brasil’ a partir da cv.
‘Benitaka’ e a reversao do fendtipo ‘Brasil’ para ‘Benitaka’. A
recombina¢ao somatica promovendo a homozigotizacio de genes € a

responsavel por estes dois eventos

Figura 6. Fragmentos de RAPD das cultivares de V. vinifera
utilizando os “primers” da Operon Technologies Inc. (Alameda, CA)
(A) OPE-14 utilizado para amplificar o DNA da cultivar Itdlia (1) e
cultivar Benitaka (2-9) (B) OPM-03 utilizado para amplificar o DNA
da cultivar Itdlia, as setas apontam para os fragmentos polimorticos.
Em 1 A e B, marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder

Tabela 03. Sequiéncias do programa para a

amplificacio do DNA de Vitis vinifera

Desnaturacio Inicial

Anelamento?

Extensio Final

94 °C 5 Min.
35 °C 45 Seg.

72 °C 5 Min.
15 °C

123 Passos do ciclo de amplificaciao foram

repetidos 45 vezes
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As fases foram separadas por cen-
trifugacio em 16.000 x g por 10 mi-
nutos em temperatura ambiente. A
fase aquosa foi coletada e adicionado
0,54 do volume obtido de isopropa-
nol gelado para precipitar o DNA.

O “pellet” de DNA obtido foi se-
parado por centrifugacio a 16.000 x
g por 10 minutos e ressuspendido em
1001 L de TE (Tris/ HCI 10 mM e EDTA
1 mM pH 8,0) contendo 15 ig de Rna-
se, incubado em temperatura ambi-
ente por 30 minutos.

Para precipitar as proteinas foi uti-
lizado 50 1L de acetato de aménio a
7,5 M; apds este tratamento as amos-
tras foram centrifugadas a 16.000 x g
por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para um tubo limpo e o
DNA foi precipitado com 0,54 volu-
mes de isopropanol gelado, centrifu-
gado nas condi¢oes previamente des-
critas. O sobrenadante foi descartado,
o “pellet” foi seco na temperatura
ambiente, e ressuspendido em 1001 L
de TE para ser estocado a 4 °C.

O DNA extraido foi quantificado
em espectrofotdmetro Beckmam DU-
65 e a quantificacao foi confirmada
em géis de agarose 0,8% preparado
com tampao TAE 1X (Tris, acetato de
sédio, EDTA, pH 8,0 - Hoisington et
al., 1984) usando solucdes de DNA
padrao (fago M) de concentragcdes gra-
dativas e conhecidas. O gel foi cora-
do em solucao de brometo de etidio
contendo 0,51 g/ml e visualizado so-
bre transiluminador e fotografado sob
luz ultravioleta.

As reacoes de amplificacao foram
preparadas em microtubos de 0,2 mL
com um volume final de reacao de 20
ML. Como base para a amplificacao
foi utilizado o protocolo original des-
crito por Williams et al. (1990), e apds
a padronizac¢ao das concentragoes dos
reagentes foram testados 20 “primers”
dos quites A, B, E e alguns “primers”
dos quites F, I, M e P (Operon Tech-
nologies Inc, - Alameda, CA, USA), to-
talizando 70 “primers” avaliados.

As condic¢des para a amplificacio
estdo descritas na tabela 02. Os pro-
dutos das amplificacdes foram sepa-
rados em gel de agarose 2 % usando
tampao TBE 0,5X (44,5 mM Tris, 44,5
mM 4cido bérico e 1 mM EDTA) com
60 Volts por 6 horas. Os géis foram
corados com brometo de etidio e a
imagem foi capturada com Ultravio-
let Transilluminador High Performan-
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0,90 0,925 0,95 0,975 1,00 por 10 “primers” de
RAPD

ce -Edas 290 utilizando o programa
Kodak 1D 3.5. Para definir o tama-
nho dos fragmentos amplificados foi
utilizado o marcador de peso mole-
cular ‘1Kb DNA Ladder’ (Gibco - BRL).

A anilise dos produtos das ampli-
ficacoes foi realizada em termos da
presenca ou auséncia de cada frag-
mento de DNA amplificado, e a simi-
laridade entre as plantas foi calculada
empregando o coeficiente de Jaccard
e analise de agrupamento UPGMA
usando o programa NTSYS-pc (Rohlf,
1989).

3.2. Resultados e Discussao

Em contraste com a uniformidade
genética detectada a partir de marca-

dores bioquimicos (Oliveira-Collet,
2003), a andlise molecular através de
RAPD (Random Amplification of Po-
lymorphic DNA) evidenciou diferen-
cas entre as amostras individuais das
quatro cultivares.

A analise dos produtos de ampli-
ficacdo mostrou que os primers OPA-
13, OPB-01, OPB-07, OPE-03, OPE-
14, OPE-15, OPF-05, OPM-03, OPP-
08, e OPP-10 geraram 135 fragmentos
reproduziveis, dos quais 81 foram
polimorficos nas plantas da cv. ‘Ita-
lia’, 77 foram polimoérficos nas plan-
tas da cv. ‘Rubi’, e 84 e 79 fragmentos
foram polimoérficos nas plantas das
cvs. ‘Benitaka’ e ‘Brasil’, respectiva-
mente (Tabela 1). O polimorfismo de
RAPD observado nas amostras de uvas

analisadas reflete a variabilidade ge-
nética presente nas quatro cvs. da es-
pécie V. vinifera (figura 006).

A anilise de agrupamento realiza-
da para as 55 plantas das quatro dife-
rentes cultivares, utilizando o coefici-
ente de Jaccard, mostrou que apesar
do nimero de fragmentos polimérfi-
cos ter sido diferente (tabela 1) estas
formam um s6 grupo, onde a maior
parte foi agrupada entre 80 — 90 % de
similaridade (Zequim-Maia, 2003). Esta
andlise ndo agrupou as amostras das
diferentes cultivares de uva e nem de
acordo com as diferentes regides de
cultivo (Marialva e Paicandu). Através
da andlise de identidade genética de
Nei (1978), as quatro cvs de V. vinife-
ra procedentes de Marialva e Paican-
du foram distribuidas em 8 grupos
com diferentes valores de identidade
genética. Entretanto, nesta andlise as
quatro cvs. também nao foram agru-
padas de acordo com a coloragio dos
bagos e nem com a regido de cultivo
(Figura 07). As cvs. ‘Itdlia’ de Marial-
va e ‘Rubi’ de Paicandu apresentaram
a maior identidade genética (0,9547)
e a menor identidade genética foi en-
contrada entre ‘Itilia’de Paicandu e
‘Benitaka’de Paicandu (0,8954) (Tabe-
la 2).

A avaliacao realizada utilizando o
marcador RAPD mostrou que este €
uma importante ferramenta para es-
tudar polimorfismo nas cvs. Itdlia’,
‘Rubi’, ‘Benitaka’ e ‘Brasil’. Apesar das
quatro cultivares possuirem origem
comum, o polimorfismo foi avaliado
em 72 % (Zequim-Maia, 2003). Este
alto polimorfismo € contrastante com

Tabela 04. Polimorfismo obtido com os primers selecionados para a avaliacao das cultivares de V. vinifera.

Fragmentos Polimoérficos /Cultivar - %

Primers Total de

Fragmentos Italia Rubi Benitaka
OPA-13 14 10 - 71% 09 -64% 08 — 57%
OPB-01 10 06 -60% 05 — 50% 07 — 70%
OPB-07 12 10 -83% 08 — 66% 08 — 66%
OPE-03 17 06 — 35% 08 — 47% 12 — 70%
OPE-14 15 07 — 46% 08 — 53% 09 — 60%
OPE-15 15 11 - 73% 09 — 60% 10 — 66%
OPF-05 13 07 — 53% 08 — 61% 09 — 69%
OPM-03 12 05 — 41% 05 — 41% 03 — 25%
OPP-08 20 14 — 70% 12 — 60% 13 — 65%
OPP-10 07 05 -71% 05 - 71% 05 - 71%
Total 135 81 - 60% 77 —57% 84 - 62%

Brasil Total - %
08-57% | 11-78
07 —70% | 07-70
06 -50% | 10 -83
08 —47% | 13-76
08 —53% | 09 - 60
10 — 66% 12 - 80
08 —61% | 10-76
05 — 41% 05 - 41
15-75% | 16 - 80
04 -57% | 05-71
79 - 58,5%| 98 - 72,5%
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Tabela 05. Medida da identidade e da distincia genética para as cultivares Itdlia, Rubi, Benitaka, e Brasil de Vitis
vinifera das regides de Marialva (M) e Paicandu (P). Estas medidas foram obtidas através do método descrito

por Nei (1978).

Pop Italia-M Italia-P
Pop
Italia-M 0,0000 0,9511
Itilia-P 0,0502 0,0000
Brasil-M 0,0474 0,0644
Brasil-P 0,0576 0,0649
Benitaka-M | 0,0628 0,0628
Benitaka-P | 0,0986 0,1060
Rubi-M 0,0485 0,0600
Rubi-P 0,0463 0,0512

Brasil-M  Brasil-P

0,9537 0,9441 0,9392
0,9377 0,9372 0,9391
0,0000 0,9384 0,0437
0,0636 0,0000 0,9356
0,0579 0,0665 0,0000
0,0809 0,0721 0,0556
0,0658 0,0615 0,0593
0,0664 0,0525 0,0612

Benitaka-M Benitaka-P Rubi-M Rubi-P
0,9061 0,9526 0,9547
0,8994 0,9418 0,9501
0,9222 0,9363 0,9357
0,9304 0,9403 0,9489
0,9459 0,9424 0,94006
0,0000 0,9140 0,9151
0,0899 0,0000 0,9517
0,0888 0,0495 0,0000

Diagonal superior Identidade Genética de Nei e diagonal inferior Distincia Genética

a similaridade descrita para varieda-
des desenvolvidas a partir de brota-
¢oes (Tamhankar et al., 2001; Ye et
al., 1998). Por outro lado, o alto poli-
morfismo encontrado na populacao
destas uvas € uma evidéncia de que
mutacdes e recombinacdes somaticas
estejam ocorrendo, em genes regula-
dores. A divergéncia genética gerada
por estes eventos € alta, mas as anali-
ses de agrupamento indicam que as
alteracoes ocorridas nio sio suficien-
tes para caracterizar ‘Rubi’, ‘Benitaka’
e ‘Brasil’como cvs. Assim estas trés
uvas coloridas podem ser definidas,
simplesmente, como tipos ou clones
da cv. Talia’.

4. Conclusoes

As alteracdes ou mutacdes que
marcaram as diferentes cores dos fru-
tos nas cvs. ‘Rubi’, ‘Benitaka’ e ‘Bra-
sil’ ndo estao associadas a mutacoes
especificas em genes constitutivos, res-
ponsaveis pela codificacio das isozi-
mas avaliadas, mas podem estar rela-
cionadas com o polimorfismo detec-
tado em sequiéncias RAPD analisadas
neste estudo, em decorréncia da mu-
tacdo e recombinacio mitéticas em
genes regulatorios.

O polimorfismo de RAPD obser-
vado nas plantas de uvas analisadas
reflete a variabilidade genética presen-
te nas cvs. ‘Itdlia’, ‘Rubi’, ‘Benitaka’ e
‘Brasil’, mas as referidas cvs. formam
um Unico grupo, independente das ca-
racteristicas fenotipicas (colorac¢ao das
bagas), e da regido de cultivo (Mari-
alva e Paicandu). Assim, as pequenas
diferencas detectadas através de RAPD
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determinam que ‘Rubi’, ‘Benitaka’ e
‘Brasil’ sejam definidas como tipos ou
clones da cv. ‘Itdlia’.
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