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RESUMO

Identificaram-se parentais e hibridos entre Vitis vinifera (videiras comuns) e
V. rotundifolia (muscadinias), utilizando-se o polimorfismo enzimitico e marcador
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Os sistemas GOT (glutamato-oxalo-
-acetato-transaminase), IDH (isocitrato desidrogenase) e PGI (fosfoglucose isomerase)
diferenciaram a muscadinia, sendo observadas cinco aloenzimas para o GOT, duas
para o LAP (leucina aminopeptidase) e quatro para o EST (esterase). Os sistemas
PGI e IDH apresentaram-se como diméricos com o fenétipo de quatro aloenzimas
em duas regides e trés em uma regido respectivamente. O marcador RAPD apresentou
polimorfismo que permitiu a diferenciacdo entre todos os cultivares. Os dendrogramas
UPGMA (unweighted pair-group method with aritmetic mean) obtidos pelas isoenzimas
e pelo marcador RAPD foram semelhantes, sendo a aproximagio mais forte entre
‘TItilia’ e ‘Rubi’ que se ligaram aos cultivares Patricia e A Dona. Os cultivares
Piratininga e Eugénio, também bastante préximos, foram os seguintes a se ligarem
as demais viniferas. Pelo polimorfismo enziméitico e marcador RAPD, a muscadinia
ficou bastante isolada dos outros grupbs. Pelo método RAPD, aplicado as muscadinias,
ao hibrido da Carolina do Norte NC66 C203-9, a um possivel hibrido e seu parental
feminino, observou-se o seguinte: os hibridos foram intermedidrios as muscadinias
e vinfferas, porém o possivel hibrido se assemelhou ao parental feminino, enquanto
0 NC66203-9 apresentou bandas provenientes das muscadinias e viniferas, comprovando
sua origem hibrida.

Termos de indexag¢do: videira, methoramento, polimorfismo enzimatico, RAPD, resis-
téncia, hibridacdo.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF PARENTS AND HYBRIDS
AMONG VITIS VINIFERA AND VITIS ROTUNDIFOLIA USING ISOZYME
POLYMORPHISM AND RAPD MARKER

Aiming to identify parents and hybrids among Vitis vinifera (bunch grapes)
and Vitis rotundifolia (muscadine grapes) isozyme polymorphism and RAPD marker
were used. GOT (glutamate oxaloacetate transaminase), IDH (isocitrate dehydrogenase)
and PGI (phosphoglucoisomerase) systems could differentiate the muscadine, being
identified five allozymes for GOT, two allozymes for LAP (leucine aminopeptidase)
and four allozymes for EST (esterase). PGI and IDH systems were dimeric and
had the phenotype of four allozymes in two regions and three allozymes in one
region, respectivelly. RAPD marker showed polymorphism that led to the differentiation
among all genotypes. UPGMA dendrogram obtained through isozymes and RAPD
marker were similar. The strongest linkage was found among ‘Italia’ and ‘Rubi’,
followed by ‘Patricia’ and ‘A Dona’. Piratininga and Eugénio cultivars were also
closely linked to the others. Through isozymes and RAPD marker, muscadine was
found very distantely and separately related to the other groups. When RAPD was
used for muscadines, the NC66C203-9 hybrid, one possible hybrid and its female
parent, the hybrids were located in an intermediate position for muscadine and
bunch grapes, however the possible hybrid was similar to its female parent, while
the NC66C203-9 presented bands from both muscadine and bunch grapes, confirming
its hybrid origin.

Index terms: grapevine, breeding enzymatic polimorphism, RAPD, interspecific crossing,

disease resistance.

1. INTRODUCAO

A forma mais almejada para controlar doencas
€ a criacdo de cultivares resistentes a patdgenos ou
a vetores. Apesar da existéncia de amplas colegdes
de germoplasma, ha pouca possibilidade de encontrar
um cultivar acumulando todas as boas caracteristicas.
Assim, € necessdria a manipulacio de fontes gené-
ticas e o estabelecimento de programas de melho-
ramento para a recombinacido das caracteristicas
desejdveis.

No caso de Vitis, o germoplasma com caracte-
risticas de resisténcia a pragas e moléstias estd pre-
sente no grupo de videiras conhecido como uvas
muscadinias, ou simplesmente muscadinias, as quais,
porém, sdo associadas a caracteristicas desfavoraveis
do ponto de vista de qualidade.

Uvas muscadinias sdo os frutos de plantas das
espécies Vitis rotundifolia, V. munsoniana e V. po-
penoei, as quais constituem a secdo Muscadinia, do
género Vitis, da familia Vitacea. Sua caracterfstica
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bioldgica mais distintiva € o niimero cromoss6mico
2n = 40, diferente de todas as outras espécies do
gé€nero Vitis, em que 2n = 38, e que constitui a se¢do
vitis.

Dois programas de cruzamentos estdo sendo rea-
lizados pela Sec¢do de Viticultura do IAC: um vi-
sando ao uso de cultivares elite, como Italia, Rubi
e Patricia; outro, com vistas a introducio da carac-
teristica apirena nas muscadinias. A principal barreira
na efetivacdo do cruzamento entre as muscadinias
e as outras espécies é a formacdo de hibridos, na
sua maioria, estéreis, improdutivos.

Técnicas tradicionais de identificagido de culti-
vares de uva envolvem o exame da morfologia de
bagae de outras partes da planta. Essas caracteristicas
sdo, freqiientemente, ndo muito distintivas e rela-
tivamente inconsistentes em expressdo,sobretudo
com relacdo a grande diversidade morfolégica da
parte aérea, cujas caracteristicas podem ser afetadas
por doengas e fatores ambientes.
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Polimorfismo de isoenzimas fornece marcadores
genéticos para os estudos de methoramento, pois 0s
alelos das isoenzimas sdao caracteristicas co-domi-
nantes com hereditariedade mendeliana, permitindo
a distinc@o entre genodtipos homozigotos e hetero-
zigotos para o l6cus em andlise.

Segundo o principio da técnica RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), oligonucleotideos de
seqii€ncia arbitrdaria sd3o utilizados como “primers”
de PCR (polymerase chain reaction), e se esses “pri-
mers” forem curtos, seqiiéncias complementares
ocorrerdo muitas vezes no genoma molde. Existem,
portanto, chances da existé€ncia de pares de seqiién-
cias complementares ao “primer”, préoximos e arran-
jados de tal forma que os finais 3’ estejam voltados
uns para os outros ¢ a DNA-polimerase pode iniciar
a duplicacdo do fragmento (McPherson et al., 1992).
Marcador RAPD ¢é geralmente dominante, nédo dis-
tinguindo entre ldcus homozigotos € heterozigotos.
A polimerase amplifica a partir do anelamento do
“primer” nos alelos do 16cus. O polimorfismo pode
ser causado por diferencas na seqii€ncia dos nucleo-
tideos nos sitios de anelamento ou por rearranjos
dentro da seqiiéncia ampliticada, originando a presenca
ou a auséncia de banda (Taylor, 1993). No estudo
de caracterizacdo da diversidade genética, no entanto,
ndo importa a diferenciacio entre homozigotos ¢
heterozigotos. Trabalhos com RAPD t€m sido rea-
lizados para identifica¢do de cultivares em videiras
por Buscher et al. (1993), Gogorcena et al. (1993),
Jean-Jacques (1993) e Marcide et al. (1994).

Neste estudo, caracterizaram-se os parentais das
se¢des vitis € muscadinia, da familia Vitaceae, atra-
vés do polimorfismo enzimdtico em gel de polia-
crilamida e pela técnica RAPD para identificagdo
de cada cultivar utilizado nos cruzamentos €, pos-
teriormente, dos hibridos a serem obtidos no estadio
inicial de desenvolvimento, o que possibilitard o des-
carte dos ndo-hibridos na fase inicial de desenvol-
vimento e a otimizag&o de instalagdes € mdo-de-obra,
facilitando o trabalho do melhorista.

2. MATERIAL E METODOS

Os trabalhos de producdo e plantio foram desen-
volvidos em condi¢Oes de campo pela Secdo de Viti-

cultura para a obtencdo dos parentais, cultivares A
Dona, Piratininga, Rubi, Itdlia e Patricia, e musca-
dinias (Regale e um néo identificado), os quais foram
analisados para o polimorfismo enzimdatico. Em adi-
¢d0 a esses cultivares, o hibrido da Carolina do Norte
NC66C203-9, um suposto hibrido desenvolvido em
casa de vegetacdo ¢ seu parental feminino, da secdo
vitis, e o cultivar IAC 871-18, foram estudados e
analisados pela técnica RAPD. Folhas jovens, ndo
totalmente expandidas, foram coletadas e armaze-
nadas em geladeira por, no mdximo, uma semana.

2.1 Metédo para isoenzimas

Utilizaram-se os extratos frescos obtidos pela
homogeneizagdo com almofariz ou homogeneizador
em tampéo tris/citrato 0,02M pH 7.5 com 0,15% de
cistefna hidrocldrica, 0,15% de dacido ascérbico, 1,.5%
PEG 40, 0,015% mercaptoetanol com adi¢io de 0,2
g de polivinilpolipirrolidona para cada 4 ml de tam-
pao e 0,2 a 0,5 g de tecido foljar. Utilizou-se o apa-
relho de eletroforese vertical da Biorad, e géis com
7% de poliacrilamida de 2 mm de espessura. Prepa-
raram-se os géis segundo sistema de Ashton & Braden
(1961), constituido pelo borato de litio pH 8,3/
tris/citrato pH 8,3, modificando-se a constitui¢do do
tampdo do gel, pela diminui¢io dos teores de dcido
bérico/hidréxido de litio e aumento dos teores de
tris/citrato, resultando em melhor separagdo das ban-
das, conforme descrito:

A - tampio do eletrodo: 0,192M 4cido bdrico
(12 g/L) ajustado em pH 8,3 com hidréxido de litio
{(molaridade final aproximadamente 0,038M).

B - tampdo do gel: 0,0057M d4cido bérico,
0,0012M hidroxido de litio, 0,0888M tris ¢ 0,0132M
acido citrico com pH final 8,3.

No uso rotineiro para a polimeriza¢do dos géis
foram empregados: 8,6 mL da solugdo estoque de
acrilamida (22,2% acrilamida ¢ 0,6% N,N’- metile-
nebisacrilamida); 2,4 mL de tampdo tris/citrato cons-
tituido pela solucio 1M de tris titulado em pH 8,3
com 4cido citrico; 0,8 mL de tampéo do eletrodo/bo-
rato de 1ftio; 15,2 mL de 4gua deionizada; 0,1 mL
de Temed 10% e 0,1 mL de persulfato de amonia
10%. A corrida eletroforética foi iniciada sob a cor-
rente de 10 mA, aumentando-se gradativamente para
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20 mA durante as primeiras duas horas até as amos-
tras entrarem no gel, mantendo-se, depois, a am-
peragem durante a eletroforese por cinco a seis horas.
Os sistemas de reac@o enzimdtica para coloragao das
bandas foram realizados de acordo com Sawazaki
(1995) para EST, PGI, GOT, IDH ¢ LAP.

Cada l6cus foi referido pela abreviatura especifica
da enzima correspondente, seguida por nimero refe-
rente ao 16cus com mais de um gene para a mesma
enzima. As aloenzimas foram denominadas de acordo
com a velocidade de migracio das bandas corres-
pondentes, da mais rdpida & mais lenta, da seguinte
maneira: de F (fast), I (intermediate), M (mediate),
S (slow) ¢ R (retarded).

2.2 Método para marcador RAPD

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com
Sawazaki (1995) a partir de método com CTAB.

Foram utilizados 2 kits (A a B) de “primers” de
10 mers da Operon Technologies e o aparelho ter-
mociclador Gene Atag da Pharmacia, o qual permite
40 reacdes por vez. Efetuaram-se as reagdes de ampli-
ficagdo em volume de 25 puL contendo 10 mM tris/HC1
pH 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgClz, 0,1 uM de cada
dATP, dCTP, dGTP e TTP, cinco picomoles de “prim-
er” de 10 mers, 20-25 ng DNA gendmico e 2,0 uni-
dades de Taq DNA polimerase (GIBCO). A
amplificagdo foi realizada com um aquecimento ini-
cial de dois minutos a 94°C para denaturacio de
toda fita dupla de DNA e, a seguir, 35 ciclos de
um minuto a 94°C, trinta segundos a 34°C para o
anelamento € um minuto e frinta segundos a 72°C
para a sintese da cadeia complementar pela DNA
polimerase, seguida de sete minutos a 72°C no final
da reagdo para a completa extensfo de todas as ca-
deias comple- mentares. Os produtos da amplificagio
foram analisados por eletroforese em gel de 1,2%
agarose em tampédo TAE (40 mM tris/acetato, 20 mM
acetato de sédio, ImM EDTA, pH 7,6) e as foto-
grafias, tira- das com a mdquina polar6ide MP4+
da Photodyne. O estudo da diversidade genética foi
efetuado pela andlise multivariada com o programa
NTSYS. A presenca ou a auséncia de cada banda,
constituida pelos alelos das isoenzimas, ou fragmen-
tos amplificados de DNA, foi computada, respec-
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tivamente, como 1 ou O para constru¢do do padrio
de similaridade. Os dendrogramas com base na téc-
nica de agrupamento UPGMA (unweighted pair-
group method with arithmetic mean), a qual utiliza
o método de pareamento nao ponderado, foram cons-
truidos por meio das médias aritméticas dos dados
de similaridade.

Consideraram-se apenas os fragmentos com gran-
de intensidade por serem, segundo Heun & Helent-
jaris (1993), mais reproduziveis devido ao fenémeno
da competic¢do entre os fragmentos para amplificacio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sistema PGI (Figura 1) correspondeu ao de-
finido por Loukas et al. (1983), Chaparro et al.
(1989), Cald et al. (1989) e Parfitt & Arulsekar
(1989), como dimérico e definido por 2 lécus. O
fendtipo da regifio mais avancada, correspondente
ao l6cus denominado Pgi-2 por Loukas et al. (1983),
apresentou, para todos os cultivares, uma banda
monomorfica, correspondente a aloenzima denomi-
nada F2. Parfitt & Arulsekar (1989) e Chaparro et
al. (1989) denominaram as bandas da ‘Itdlia’, rela-
tivas ao 16cus com fendtipo mais préximo a origem,
com as letras A a C, porém com a ordem trocada,
razdo pela qual se decidiu pela denominacido das
aloenzimas com as letras F, I, M ¢ S.

ST

2 34.5 0 7

Figura |. Zimograma de PGI. Inicio na parte supertior,
dnodo no final. 1 = ‘A Dona’ com Pgi-1: FIM1
e Pgi-2: F2F2; 2 = muscadinia S1S1 e F2F2; 3
= ‘Piratininga’ F1F1 e F2F2; 4 = ‘Eugénio’ F151
e F2F2; 5 = 6 = 7 = ‘Ttalia’, ‘Rubi’ ¢ ‘Patricia’
FiM1 e F2F2.
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O padrao de trés bandas, correspondente, segundo
os autores, ao formado pelas proteinas homodimé-
ricas das aloenzimas A e B, mais o heterodimero,
foi idéntico ao encontrado neste trabalho para os
cultivares Italia, Rubi, Patricia ¢ A Dona, sendo as
aloenzimas denominadas F1 e M1. O ‘Eugénio’ tam-
bém apresentou o padrdo de trés bandas correspon-
dente ao formado pelas aloenzimas F1 € S1, enquanto
amuscadinia e a ‘Piratininga’ apresentaram uma ban-
da correspondente as aloenzimas S1 e F1 respec-
tivamente. O fato de a muscadinia ter apresentado
uma aloenzima nio encontrada nas demais (S1), com
excecdo da ‘Eugénio’, indica que o hibrido pode ser
provavelmente diferenciado, pois Chaparro et al.
(1989) identificaram os hibridos resultantes de cru-
zamentos vinifera x muscadinia quando esta foi uti-
lizada como parental masculino.

Parfitt & Arulsekar (1989) encontraram a varia-
bilidade de disting@o das aloenzimas do sistema GOT,
conforme a época do ano, fato esse também obser-
vado pela maior concentragao e niimero das bandas
de 1993 em relagdo a 1994 (1 a 7 - Figura 2). Benin
et al. (1988) encontraram 9 bandas, sendo 6 a 7
mais proximas e duas mais avangadas. Consideran-
do-se o perfil de duas bandas mais retardadas e outra
mais avancada de ‘A Dona’ (1 - Figura 2), fica con-
figurada a presenca de, pelo menos, dois I16cus, ten-
do-se verificado, algumas vezes, a presenca de
bandas mais avangadas que podem corresponder as
duas mais avancadas de Benin et al. (1988). Royo

Figura 2. Zimograma de GOT. Inicio na parte su-
perior, anodo no final. 1 = ‘A Dona’ com aloen-
zimas: F, S ¢ R; 2 = muscadinia M e S; 3 =
‘Piratininga’ F ¢ S; 4 = ‘Eugénio’ F e S; 5 =
‘Italia> F e I; 6 = ‘Rubi’ F ¢ I; 7 = ‘Patricia’
FeS.

et al. (1994) também relataram o perfil de uma a
trés bandas mais retardadas e duas mais avangadas,
o que reforca a hipétese de, pelo menos, dois pro-
vaveis lécus. Como, porém, ndo foram realizados
cruzamentos para confirmag@o da heran¢a mende-
liana, as bandas foram denominadas apenas pela velo-
cidade de migracdo. Quase todos os cultivares apre-
sentaram uma banda mais avangada, correspondente
daloenzima F. ‘A Dona’ mostrou, além dessa banda,
pelo menos mais duas correspondentes s aloenzimas
S e R. As demais apresentaram as bandas F e [ para
‘Rubi’ e ‘Itdlia’, e F e S para ‘Patricia’, ‘Piratininga’
e ‘Eugénio’. A muscadinia apresentou duas bandas
correspondentes as aloenzimas M e S.

Chaparro et al. (1989) observaram 2 I6cus no
sisterna dimérico IDH em viniferas e muscadinias,
tendo o 16cus mais avangado 4 alelos. Neste trabalho,
encontrou-se o fendtipo de uma ou trés bandas em
apenas uma regido (Figura 3).

Os cultivares Itdlia, Rubi, Patricia, Piratininga

¢ A Dona apresentaram a banda da aloenzima F ¢
a muscadfnia, a S, enquanto, em ‘Eugénio’, foram
observadas as 3 bandas do sistema dimérico, cons-
tituido pelas aloenzimas F ¢ M e a banda do hete-
rodimero.

LR

12345678

Figura 3. Zimograma de IDH. Inicio na parte su-
perior, Anodo no final. 1= muscadinia com aloen-
zima S; 2 = ‘Eugénio’ Fe M; 3 =4=5=26
= 7 = cultivares Patricia, Rubi, Itdlia, A Dona
e Piratininga F.
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Verificou-se, por esse sistema enzimatico, que a
muscadinia apresentou uma aloenzima diferenciada,
possibilitando a identificagdo de todos os hibridos
resultantes dos cruzamentos dos parentais estudados
com ela.

Parfitt & Arulsekar (1989) ndo relataram o sistema
LAP em virtude de terem notado variag¢do no perfil
das bandas de acordo com as estagdes. Segundo
Alfenas et al. (1991), o sistema é particularmente
suscetivel ao aparecimento de enzimas secunddrias
oriundas de modificagGes posteriores na estrutura
dos polipeptideos, devido a oxidacdo de ligacio sul-
fidrila, deamina¢do de aminoécidos, digestdo de parte
dos polipeptideos, ou dos compostos ligados a eles
por proteases, glicosidases ou [ipases, ou polime-
rizagdo de enzimas, ou formacgdo de estruturas ter-
ciarias ou quaternarias diferentes. Embora também
tenha sido verificada a alteragdo do padrdo de uma
a duas bandas (1 a 7 - Figura 4) para 3 ou 4, o
‘Piratininga’ foi o dnico que apresentou uma banda
mais retardada, sendo, provavelmente, o sistema mo-
nomérico, correspondente ao formado pela aloenzima
F para todos os cultivares, com excecdo do ‘Pira-
tininga’, que teria as duas aloenzimas, F e S.

Figura 4. Zimograma de LAP. Inicio na parte su-
perior, d4nodo no final. 1 =2 =3 =4 = cultivares
Patricia, Rubi, Itdlia ¢ Eugénio com aloenzima:
F; 5 = ‘Piratininga’ F e S; 6 = 7 = muscadinia,
‘A Dona’ F.

O sistema EST (Figura 5), de acordo com Benin
etal. (1988), apresentou 24 bandas, sendo cinco cons-
tantes, enquanto Royo et al. (1994) encontraram 12
bandas, sendo cinco polimérficas. No fenétipo obser-

vado, somente as bandas mais préximas a origem
(Figura 5B) e as polimérficas mais avangadas (Figura
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5A) foram mais fortes. Considerando-se as bandas
daregido A, muscadinia e ‘Piratininga’ apresentaram
o padrdo de duas bandas mais avancadas, corres-
pondentes as aloenzimas F e I; ‘Itdlia’ e ‘Rubi’, as
duas intermediarias I ¢ M. ‘A Dona’ e ‘Eugénio’
mostraram uma ou, as vezes, duas bandas mais retar-
dadas, M e S. ‘Patricia’ aparentemente nio apre-
sentou bandas, ou essas sdo de dificil detecgdo, con-
figurando a hipétese do alelo nulo.

Figura 5. Zimograma de EST. Inicio na parte superior,
anodo no final. 1 = ‘Piratininga’ com aloenzimas
Fel; 2= ‘Tdlia’ Ie M; 3 = ‘Rubi’ I ¢ M;
4 =‘Patricia’N; 5=°‘ADona’MeS; 6 = ‘Eugénio’
M e S; 7 = muscadinia F e 1.

Pelo dendrograma UPGMA (Figura 6), construido
a partir das bandas polimérficas das aloenzimas, veri-
ficou-se o agrupamento mais proximo entre ‘Italia’
e ‘Rubi’, certamente pelo fato de esta ser uma muta-
¢do somdtica daquela, ligadas a ‘Patricia’ ¢ ‘A Dona’,
a seguir a ‘Piratininga’ e ‘Eugénio’ e, por iltimo,
a muscadinia.

A figura 7 mostra as amplificagbes originadas
pelos “primers” OPA7 e OPA9 produzindo, respec-
tivamente, 10 e 8 bandas polimoérficas, verificando-se
a grande distingdo das muscadinias em relagdo as
viniferas.
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UVA. ISOENZIMA
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Figura 6. Dendrograma UPGMA de isoenzimas. Cultivares: | = A Dona; 2 = Piratininga; 3 = Eugénio;
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Figura 7. Perfil RAPD para os “primers” OPA7 ¢ OPA9. Cultivares: 1 = A Dona; 2 = Piratininga; 3 =

Eugénio; 4 = Itdlia; 5 = Rubi ¢ 6 = Patricia; 7 = muscadinia; 8 = ‘Regale’; 9 = ‘Regale’ x ‘IAC
871-18°; 10 = ‘IAC 871-18’; 11 = NC66C203-9.

Outro fator observado é que o padrdo do suposto
hibrido ‘Regale’ x ‘TAC 871-18’ se assemelhou ao
padrdo materno, enquanto o hibrido da Carolina do
Norte, NC66C203-9, apresentou, além das bandas
das viniferas, os fragmentos 1 e 5 com mais de 1.500
e com 1.000 pares de bases (pb) para o “primer”
OPA7 e com mais de 1.500 pb para o “primer” OPA9,
das muscadinias, comprovando sua origem hibrida.
A figura 8 apresenta os fragmentos originados pelos
“primers” OPB5 e OPB8. Pelo “primer” OPBS, obser-
vou-se que os fragmentos especificos das muscadi-
nias com 1.450, 850 e 450 pb, respectivos as bandas

2 3456 7 7 11

£ — Puhi a A — Datrinias 7 — mucradinia

i 2072pb
5 1000pb

100pb

; 2072pb

600pb
100pb
10 P

1, 6 ¢ 10, e pelo OPBS, o fragmento com 500 pb,
correspondente a banda 7, foram amplificados pelo
NC66C203-9, comprovando sua origem hibrida. Ou-
tros “primers” que identificaram o hibrido
NC66C203-9 foram OPA2, OPA3 ¢ OPB7.

Os resultados os polimérficos obtidos pelos “pri-
mers” foram analisados pelo programa NTSYS, adi-
cionando-se os dados 2 medida que as andlises foram
sendo realizadas. A lista dos “primers” utilizados
¢ fragmentos polimérficos obtidos estd relacionada
no quadro 1.
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2072pb
1 1450pb

6 850pb

10,11 450pb

100pb

2072pb
1500pb

500pb

100pb

Figura 8. Perfil RAPD para os “primers” OPB5 e OPBS8. Cultivares: 1 = A Dona; 2 = Piratininga; 3
= Eugénio; 4 = Itdlia; 5 = Rubi e 6 = Patricia; 7 = muscadinia; 11 NC66C203-9; P = padrio.
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Figura 9. Dendrograma UPGMA obtido com 125 bandas polimérficas amplificadas por RAPD em uvas.
Cultivares: 1 = A Dona; 2 = Piratininga; 3 = Eugénio; 4 = Itdlia; 5 = Rubi e 6 = Patricia; 7 =
muscadinia; 8 = ‘Regale’; 9 = Regale x ‘IAC 871-18’; 10 ‘TAC 871-18°; 11 = NC66C203-9.
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Figura 10. Dendrograma UPGMA obtido com 159 bandas polimérficas amplificadas por RAPD em uva.
Cultivares: 1 = A Dona; 2 = Piratininga; 3 = Eugénio; 4 = Itdlia; 5 = Rubi ¢ 6 = Patricia; 7 = muscadinia;

8 = ‘Regale’; 9 = ‘Regale’ x ‘IAC 871-18°; 10

= ‘JAC 871-18’; 11= NC66C203-9.

Quadro 1. Lista dos “primers” utilizados dos kits A (OPA) ¢ B (OPB) da Operon e quantidade
de fragmentos polimdrficos e total amplificados a partir do DNA de uva pelo método RAPD

- » Fragmento Nidmero ers » Fragmento Nimero
Primer Primer
polimérfico total polimérfico total
OPAL1 4 7 OPB1 4 5
OPA2 11 12 OPB2 3 8
OPA3 6 8 OPB3 6 7
OPA4 5 OPB4 5 7
OPB5 8 10
OPB6 6 11
OPA7 5 11 OPB7 8 9
OPAS 9 11 OPB8 7 9
OPA9 4 7 OPB9 4 7
OPB10 4 7
OPA1ll OPB11 7 8
OPA12 3 5 OPB12 10 11
OPA1S OPB15 6 7
OPB17 5 6
OPB18 6 8
OPA20 9 10

Pelos dados do marcador RAPD, correspondentes
a 125 e 159 bandas polimorficas, constituiram-se
os respectivos dendrogramas das figuras 9 e 10, cujos
coeficientes co-fonéticos foram, respectivamente,
0,93490 e 0,97693, confirmando a alta combinacio
dos agrupamentos para os dados analisados. Veri-

ficou-se a semelhanca entre os dois dendrogramas,
ficando o hibrido NC66C203-9 mais intermediario
aos parentais, comprovando que o niimero de dados
foi suficiente. Verificou-se, também, que o agrupa-
mento das viniferas ocorreu em ordem semelhante
4 obtida pelo dendrograma das isoenzimas, tendo
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ocorrido apenas a maior ligagdo entre ‘Piratininga’
e ‘Eugénio’, confirmando que ambos t€m a mesma
procedéncia. O ‘IAC 871-18’ e o suposto hibrido
entre este cultivar ¢ a muscadinia, muito préximaos,
foram os seguintes a se ligarem as demais viniferas.

As muscadinias formaram um grupo bem distinto
e isolado, ficando caracterizada ligeira diferenca
entre a desconhecida e o ‘Regale’. O hibrido
NC66C203-9 ficou em posig¢do intermedidria aos
agrupamentos das muscadinias e demais viniferas,
confirmando sua origem hibrida.

4. CONCLUSAO

O polimorfismo enzimdtico e o obtido pela técnica
RAPD possibilitaram a identificacdo tanto da mus-
cadinia como dos cultivares, ndo tendo ocorrido a
diferenciacdo enzimdtica apenas entre ‘Itdlia’ e
‘Rubi’, certamente pelo fato de esta ser uma mutagio
somdtica daquela. O marcador RAPD caracterizou
todos os cultivares, suplementando os resultados do
polimorfismo enzimético. O dendrograma das isoen-
zimas foi semelhante ao obtido pelo marcador RAPD,
indicando que as bandas observadas foram produtos
de expressao génica. O hibrido NC66C203-9 apre-
sentou bandas provenientes de ambos os parentais,
comprovando a eficicia do método para distingdo
de sua origem hibrida.
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