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SELECAO DE GENITORES DE UVAS DE MESA COM BASE EM CARACTERES
MOLECULARES DO TIPO RAPD E MICROSATELITES

Patricia Coelho de Souza Ledo', Cosme Damido Cruz” e Sérgio Y. Motoike®

Resumo

Quarenta e sete cultivares de uvas de mesa procedentes do Banco de Germoplasma de Videira da Embrapa Semi-Arido foram
analisados com 20 primers polimérficos RAPD e sete marcadores moleculares microsatélites. Distancias genéticas entre pares
de acessos foram obtidas com base no indice de similaridade de Jaccard para dados de RAPD e complemento aritmético do
indice ponderado para dados de microsatélites. Os grupos foram separados de acordo com método de Tocher e UPGMA. Os
marcadores microsatélites foram mais eficientes que RAPD na identificacdo das relagdes de parentesco. As informacdes de
distdncia genética baseada em caracteristicas morfo-agrondomicas e moleculares aliada ao desempenho agrondmico das
cultivares permitiram a recomendacéo de cruzamentos, visando a obteng@o de hibridos superiores nas populagdes segregantes
do programa de melhoramento de videira da Embrapa Semi-Arido.

Introducao

O estudo da diversidade genética € de fundamental importdncia em um programa de melhoramento genético, pois, permite,
entre outros aspectos, identificar as combinagdes hibridas de maior efeito heterético, que resultam em maior probabilidade de
recuperacdo de gendtipos superiores na descendéncia. A viabilidade da utilizacdo da divergéncia genética como critério de
selecdo de genitores para cruzamentos tem sido demonstrada em diversas espécies, entre elas, a videira. Os estudos de
diversidade genética e identificacio de cultivares em videira sdo baseados em estudos cldssicos de ampelografia (palavra grega
que significa ampelos — videira e graphos — descriciio) que consiste na andlise e comparagdo de caracteristicas morfoldgicas de
folhas, tipo de brotos, cachos e tipo de baga (IPGRI UPOV OIV, 1997; GALET, 1998). No entanto, este método apresenta
inimeras dificuldades e desvantagens. Para superar estas limitacdes, marcadores moleculares baseados em DNA t€m sido
utilizados em tais estudos. Este trabalho teve como objetivo principal, estudar a diversidade genética existente em um conjunto
de quarenta e sete acessos de uvas de mesa que fazem parte do Banco de Germoplasma de Videira da Embrapa Semi-Arido,
utilizando marcadores moleculares RAPD e microsatélites.

Material e Métodos

DNA gendmico foi extraido de folhas jovens da porcdo apical dos brotos de quarenta e sete cultivares de uvas de mesa
oriundas do Banco de Germoplasma de Videira da Embrapa Semi-Arido, em Juazeiro, Bahia, utilizando-se o protocolo CTAB
proposto por Lodhi et al. (1994) com algumas modifica¢des. Para as reacdes de RAPD foi utilizado um volume final de 12,5 pl
de reacdio composta de aproximadamente 10 ng/ul de DNA; 1,25 ul de tampado 10X (Invitrogen); MgCl, 25 mM (Invitrogen);
2,5 mM de cada um dos desoxinucleotideos; primer 4 uM; BSA (bovine serum albumine) 10mg/ml e 1U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen). Sete marcadores microsatélites: VVS2 (THOMAS e SCOTT, 1993), VVMDS5, VVMD7, VVMD?27,
VVMD31 (BOWERS et al. 1996; BOWERS et al. 1999), VIZAG79 e VrZAG62 (SEFC et al. 1999) foram amplificados em
uma reacio de volume final de 10 pL consistindo de 2,5 ng/uL. de DNA; 10 pmoles de cada primer; 2,5 mM de cada um dos
desoxinucleotideos (Applied Biossystrem); 1 pL de tampao Gold 10X (Applied Biossystrem); MgCl, 25 mM (Applied
Biossystrem) e 0,5U de AmpliZ7ag Gold DNA polimerase. As reacdes de PCR foram conduzidas em um termociclador PTC-100
(MJ Researcher) cujo programa de ciclagem foi padronizado para todos os primers RAPD e apresentou as seguintes etapas: dois
ciclos de 1 minuto & 94°C, 30 segundos a 35 °C e 1 minuto & 72°C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos & 94°C, 30 segundos a
35°C e 1 minuto 2 72 °C, e uma etapa final de extensdo de 7 minutos & 72 °C. As reagdes de PCR para todos os primers
microsatélites consistiram nas seguintes etapas: 5 minutos a 95°C, seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 45 segundos 2
60°C, 1 minuto & 72°C e uma etapa de extensdo final de 7 minutos & 72°C. As distancias entre os pares de individuos foram
estimadas pelo complemento aritmético do indice ponderado. As andlises estatisticas foram realizadas no software Genes
http://www.ufv.br/dbg/genes/GenesEUA.htm (CRUZ, 2008). A matriz de dissimilaridade obtida foi utilizada na obtencido do
agrupamento dos acessos pelos métodos de otimizag¢do de Tocher, e método hierarquico das médias aritméticas das medidas de
dissimilaridade (UPGMA).

Resultados e Discussao

Os vinte primers RAPD utilizados apresentaram elevado polimorfismo, produzindo um total de 111 marcas polimdrficas,
nitidas e estdveis, que corresponderam a 81,6% do total de bandas amplificadas. O polimorfismo encontrado foi superior aquele
observado em trabalhos prévios com videira (BORREGO et al., 2002; ULANOVSKY et al., 2002; LUO e HE, 2001). Os
primers microsatélites amplificaram um total de 75 alelos, variando de 9 no loco VVMDS5 até 13, no loco VVS2, obtendo-se
uma média de 10,7 alelos por loco. Observou-se a presenca de 48,7% de alelos raros, com freqii€ncia inferior a 5%. Os alelos
mais freqiientes por loco foram VVMD5-236 (27,3%), VVMD7-239 (29%), VVMD27-194 (26,6%), VVMD31-212 (42,3%),
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VVS2-135 (22,6%), VIZAGT9-255 (24,4%) e VIZAG62-189 (38,3%). A heterozigosidade variou de 74,7% no loco VVMD31
a 84,7% no loco VIZAG79, o qual apresentou também o maior valor para conteido de informacédo polimérfica-PIC (83,0%).

Os valores de distdncia genética com base no complemento aritmético do indice de Jaccard variaram de 0,25 entre os clones
intravarietais ‘Itdlia melhorada’ e ‘Brasil’, que se destacaram como os acessos mais relacionados geneticamente, e 0,68 entre o
par de acessos ‘Piratininga’ e ‘Nidgara Rosada’, que foram os mais divergentes. Por sua vez, para os dados moleculares de
microsatélites, obteve-se uma variagdo de medidas de distancias de 0 a 1, onde O representou a coincidéncia de todos os alelos,
ou seja, o par de acessos correspondem a um genétipo Unico e 1, significando que o par de acessos considerado ndo
compartilhou nenhum alelo, e portanto, apresentaram distancia genética maxima.

As bandas polimérficas RAPD permitiram diferenciar todos os acessos estudados. Por outro lado, os resultados com base em 7
marcadores moleculares microsatélites demonstraram a coincidéncia dos perfis alélicos em trés pares de acessos, ‘“Thompson
Seedless’ e ‘Canner’, ‘A1581° e ‘A1105’ e ‘Centennial Seedless’ e ‘Dawn Seedless’, evidenciando que um maior nimero de
marcadores microsatélites € necessario para discriminar os genotipos.

Os resultados obtidos pela andlise de agrupamento foram diferentes considerando-se os dois tipos de marcadores moleculares
utilizados, o que estd de acordo com Merdinoglu et al. (2000) que mencionam que embora os marcadores RAPD, SSR e AFLP
tenham sido capazes de diferenciar sete grupos de cultivares de videira, a topologia dos dendogramas obtidos foi tnica, e os
marcadores SSR refletiram melhor as relagdes genéticas entre os grupos e sua origem geogréfica.

As matrizes de dissimilaridade obtidas a partir dos dados bindrios de RAPD e da freqii€ncia alélica dos locos de microsatélites
foram distintas, portanto, ndo houve concordancia para os acessos mais € menos divergentes entre os dois tipos de marcadores
utilizados. Considerando-se que as relacdes de parentesco entre os acessos foram mais bem visualizadas por meio dos
marcadores microsatélites, as distdncias genéticas calculadas a partir dos dados microsatélites foram utilizadas para estabelecer
cinco acessos mais divergentes em relacdo a dez cultivares (Tabelal). O conhecimento dos acessos mais divergentes é
fundamental para orientar o melhorista na escolha das melhores combinagdes hibridas. Entretanto, na escolha dos genitores,
deve-se considerar, além da divergéncia genética, as caracteristicas agrondmicas dos gendtipos, bem como, os objetivos do
programa de melhoramento. Estudos de divergéncia genética baseados em caracteristicas morfo-agrondmicas foram realizados
nesta colecdo por Ledo, (2008) e Borges et al., (2008).

Conclusoes

Os marcadores moleculares RAPD foram suficientes para diferenciar todos os acessos de uvas de mesa estudados, entretanto,
microsatélites foram capazes de discriminar 44 acessos de uvas de mesa do BAG da Embrapa Semi-Arido. A andlise dos perfis
moleculares de microsatélites demonstrou a coincidéncia dos perfis alélicos em trés pares de acessos.

Os métodos de otimizacdo de Tocher e hierdrquico UPGMA apresentaram grande concordincia na formagdo dos grupos,
entretanto, quando se utilizou UPGMA observou-se uma maior coeréncia entre a formacéio dos grupos e a genealogia dos
cultivares.

Niao houve concordancia entre as matrizes de dissimilaridade, formacdo dos grupos pelo método de Tocher e topologia dos
dendogramas obtidos pelo método UPGMA, quando foram utilizados dados moleculares RAPD e microsatélites.

Os marcadores moleculares microsatélites foram mais eficientes para o estudo das relagdes de parentesco e uma vez que ¢
possivel se obter os alelos em pares de bases, ele permite a comparacdo de resultados entre diferentes bases de dados, sendo o
marcador mais recomendado para estudos de caracterizacéo e diversidade de germoplasma de videira.

Os métodos de agrupamento de Tocher e UPGMA, independente do tipo de marcadores utilizados, foram eficientes na
separagdo dos acessos com base em sua genealogia e espécie botanica, evidenciando-se relacdes de parentesco entre os acessos
de um mesmo grupo.

A andlise de diversidade baseada em dados moleculares microsatélites aliada as caracteristicas agrondmicas permitiu a
recomendacdo de diversos cruzamentos, destacando-se aqueles entre cultivares de uvas sem sementes.
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Tabela 1. Cinco acessos que apresentaram as maiores medidas de dissimilaridade em rela¢do a dez cultivares de uvas sem
sementes, com base no complemento aritmético do indice ponderado para dados moleculares microsatélites.

Cultivares Acessos mais divergentes

A Dona Kyoho, Vénus, Princess, Seyve Villard 20365, Feal

BRS Clara Kyoho, Nidgara Rosada, Vénus, Patricia, Seyve Villard 12375

BRS Linda Niagara Rosada, Seyve Villard 12375, Isabel Precoce, Kyoho, Feal
BRS Morena Kyoho, Niagara Rosada, Patricia, Seyve Villard 12375, Canner
Centennial Sds Kyoho, Niagara Rosada, Patricia, Seyve Villard 12375, Isabel Precoce
Crimson Seedless Nidgara Rosada, Seyve Villard 12375, Vénus, Kyoho, Isabel Precoce
Marroo Seedless Seyve Villard 12375, Isabel Precoce, Vénus, Nidgara Rosada, Ferlongo
Perlette Kyoho, Isabel Precoce, Princess, Nidgara Rosada, Vénus

Princess Vénus, Nidgara Rosada, Beni Fugi, Perlette, Piratininga

Thompson Sds Isabel Precoce, Dattier de Beiroth, Nidgara Rosada, Patricia, Vénus

Tabela 1. Acessos de uvas de mesa analisadas no presente trabalho.

N Acessos N Acessos N Acessos
1 Branca Salitre 18 Vénus 35 Ferlongo
2 Dattier de Beiroth 19 Fiesta 36 Benitaka
3 Beni Fugi 20 July Muscat 37 Christmas Rose
4 Beauty Seedless 21 Kyoho 38 A Dona
5 Seyve Villard 20365 22 A 1105 39 Moscatel Nazareno
6 Marroo Seedless 23 A 1118 40 BRS Morena
7 BRS Linda 24 Patricia 41 BRS Clara
8 Red Globe 25 Estevao Marinho 42 Juliana
9 Moscatel de Alexandria 26 Italia melhorada 43 Seyve Villard 12375
10  Cardinal 27 Blush Seedless 44 Lakemont Seedless
11 Feal 28 Piratininga 45 Dona maria
12 A 1581 29 Brasil 46 Niagara Rosada
13 Centennial Seedless 30 Crimson Seedless 47 Isabel Precoce
14  Perlette 31 Dawn Seedless
15  Canner 32 Thompson Seedless
16  Ruby Seedless 33 Princess
17 34 Moscatel de Hamburgo

Flame Seedless

Tabela 2. Agrupamento de acordo com o método de otimizagdo de Tocher de 47 cultivares de uvas de mesa, com base em 111
marcas moleculares RAPD e 7 marcadores moleculares microsatélites.

RAPD SSRs

Grupos Acessos Grupos Acessos

1-1 26 29 36 34 44 39 1-1 22 12 23

1-2 12 43 1-2 15 32 27 17 19 44 4
1-3 2211 6 16 1-3 13 31 41 1

1-4 7 31 24 32 1-4 35 39

1-5 22 23 1-5 30 7 16 6 37 8
1-6 30 33 1-6 36 26 38

1-7 8 25 1-7 20 28 3 14 34
1-8 19 1-8 45 25 9

1-9 15 1-9 42

1-10 5 1-10 10

2 13 14 11 28 1-11 40

3 18 27 10 2 43 5

4 46 .47 3 29 24 47

5 4 20 4 2 11 13

6 40 5 46 18

7 3 6 21

8 38




9 9

10 45
11 41
12 37
13 42
14 35
15 17

Tabela 3. Cinco acessos que apresentaram as maiores medidas de dissimilaridade em relacdo a dez cultivares de uvas sem
sementes, com base no complemento aritmético do indice ponderado para dados moleculares microsatélites.

Cultivares Acessos mais divergentes

A Dona Kyoho, Vénus, Princess, Seyve Villard 20365, Feal

BRS Clara Kyoho, Nidgara Rosada, Vénus, Patricia, Seyve Villard 12375

BRS Linda Niagara Rosada, Seyve Villard 12375, Isabel Precoce, Kyoho, Feal
BRS Morena Kyoho, Niagara Rosada, Patricia, Seyve Villard 12375, Canner
Centennial Sds Kyoho, Niagara Rosada, Patricia, Seyve Villard 12375, Isabel Precoce
Crimson Seedless Niagara Rosada, Seyve Villard 12375, Vénus, Kyoho, Isabel Precoce
Marroo Seedless Seyve Villard 12375, Isabel Precoce, Vénus, Nidgara Rosada, Ferlongo
Perlette Kyoho, Isabel Precoce, Princess, Nidgara Rosada, Vénus

Princess Vénus, Nidgara Rosada, Beni Fugi, Perlette, Piratininga

Thompson Sds Isabel Precoce, Dattier de Beiroth, Nidgara Rosada, Patricia, Vénus

N

I
SUm
Gamer
Festa
Puiida
Thanpsonsds
RedGibe
RutySis
comonnil i
Donsds 1
BRSinda | .
Pertie
Fed
oseel Heson
o

i
il Procace
S thorens }7—}

P ]
; J

ans

Figura 1. Dendograma representativo do agrupamento de 47 cultivares de uvas de mesa pelo método hierdrquico UPGMA,
utilizando o indice de dissimilaridade de Jaccard, a partir de 111 marcas moleculares RAPD.

Figura 2. Dendograma representativo do agrupamento de 47 cultivares de uvas de mesa pelo método hierdrquico
UPGMA, utilizando o complemento aritmético do indice ponderado a partir de 7 marcadores microsatélites.



