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RESUMO

SANT’ANA, Gustavo César, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho
de 2010. Técnicas soroldgicas e moleculares na avaliagcdo genética e
fitossanitaria de mudas e matrizes de videira. Orientador: Aluizio Borém
de Oliveira. Co-orientadores: Geraldo Magela de Almeida Cangado e Eveline
Teixera Caixeta.

A videira é a frutifera perene de maior importancia econémica a nivel
mundial. Apesar de nao figurar entre os maiores produtores mundiais, o
Brasil vem apresentando um crescente desenvolvimento no setor, € a area
de produgdo tem aumentado acentuadamente com a renovacdo dos
vinhedos e novos plantios. Para a implantacdo e renovacao dos vinhedos,
os viticultores brasileiros tém enfrentado sérios problemas relacionados a
falta de mudas com qualidade genética e fitossanitaria testadas por
empresas nacionais especializadas. Assim, a inexisténcia de um sistema
publico ou privado de certificacdo de mudas, com a finalidade de impedir a
difusdo de material propagativo de qualidade genética e fitossanitaria
duvidosas, dificulta o desenvolvimento da viticultura nacional. Os objetivos
desse trabalho foram (I) a identificacdo genética (“DNA fingerprinting”) e
estudo da diversidade genética de variedades copa e de porta-enxerto de
videira cultivados no estado de Minas Gerais, utilizando marcadores
moleculares do tipo SSR, para dar suporte ao programa de certificagdo
genética de mudas de videira da EPAMIG; e (Il) identificar e mapear a
ocorréncia de viroses na colegcdo de plantas matrizes de videira do Nucleo
Tecnologico EPAMIG Uva e Vinho, que séo utilizadas para produgdo de
mudas enxertadas e analisar a evolugao da carga viral de plantas infectadas
ao longo do ciclo produtivo das plantas. Os sete marcadores microssatélites
utilizados permitiram a diferenciacéo de 26 gendtipos entre as 27 variedades
estudadas. Foram identificados 101 alelos com uma média de 14,43 alelos
por locus, confirmando a eficiéncia dos marcadores para a deteccdo de
polimorfismos genéticos. A heterozigosidade esperada variou de 0,832 a
0,9205, com meédia 0,8873, enquanto a heterozigosidade observada variou
de 0,7692 a 1,000, com média 0,8943. O excesso de heterozigotos se

explica pelo fato da selecdo de individuos superiores para qualidade e



produtividade em videira ter sido realizada precocemente durante o processo
de melhoramento da cultura e perpetuado pela multiplicagdo vegetativa.
Além disso, a videira é sensivel a depressdo endogamica sendo as melhores
performances obtidas com individuos heterozigotos. Os loci que
apresentaram os maiores valores de conteudo de informacao polimorfica
(PIC) foram VVS2 (0,92), VVMD27 (0,918) e VrZAG62 (0,918). Ja os que
apresentaram os menores valores foram o VVMD25 (0,832) e o VrZAG79
(0,845). Considerando os 7 loci analisados, a probabilidade de identidade
atingiu um valor relativamente baixo (1,27 x 107?), demonstrando uma
grande eficiéncia dos loci utilizados para a diferenciagao das variedades. A
analise agrupou corretamente a maioria das variedades de acordo com o
pedigree. Na analise das coordenadas principais, o grupo formado pelas 4
variedades copa americanas apresentou o maior nivel de estruturacio.
Apesar de nao ter ocorrido uma clara estruturacdo em relagdo aos grupos
das viniferas e dos porta-enxertos, foi possivel notar uma tendéncia de
agrupamento das variedades pertencentes ao mesmo grupo. Em relagdo ao
estudo das viroses, foram analisadas plantas matrizes de seis variedades
copa, (‘Syrah’, ‘Chardonnay’, ‘Cabernet Sauvignon’, ‘Merlot’, ‘Bordd’ e
‘Niagara Rosada’), quatro variedades de porta-enxertos (‘Travid’, “1103
Paulsen’, 'AC 572’ e ‘IAC 766’) e 9 combina¢gbes de mudas enxertadas
produzidas a partir das plantas matrizes. Foram também analisados 12
clones da variedade ‘Bord®’ pertencentes a um programa de selegao clonal
desenvolvido na EPAMIG. As plantas foram testadas para os seguintes
virus: GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6, GVA, GFkV e GFLV. Os
clones Bordd apresentaram uma alta taxa de infecgao pelo GLRaV-2, que foi
detectado em 91,66 % das amostras avaliadas. O GLRaV-1 foi detectado
nos clones 3 e 17 e o GLRaV-3 nos clones 3 e 7. Analisando plantas
matrizes e as mudas produzidas a partir delas, apenas o GLRaV-3 foi
detectado, estando presente nas matrizes de Niagara Rosada, nos porta-
enxertos IAC 572 e IAC 766, e nas mudas Niagara Rosada/IAC 766 e
Niagara Rosada/lAC 572. A analise da variagdo da carga viral ao longo do
ciclo vegetativo evidenciou um aumento da concentragao de particulas virais
ao longo do ciclo vegetativo da videira para os 3 virus analisados (GLRaV-1,
GLRaV-2 e GLRaV-3).



ABSTRACT

SANT’ANA, Gustavo César, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, June
2010. Serological and molecular techniques in genetic and
phytossanitary evaluation of grapevine plants. Adviser: Aluizio Borém de
Oliveira. Co-advisers: Geraldo Magela de Almeida Cancado and Eveline
Teixera Caixeta.

The grapevine is a perennial fruit of greater economic importance
worldwide. Although not among the world's largest producer, Brazil has been
showing a growing development in the industry, and production area has
increased markedly with the renovation of the vineyards and new plantings.
For the deployment and renewal of vineyards wine growers in Brazil have
faced serious problems related to lack of plantlets with the genetic and
phytossanitari quality tested by national especialisaded companies. Thus, the
lack of a private or official certification program of plants, in order to prevent
the spread of propagation material of dubious genetic and sanitary quality,
has hindered the development of the national viticulture. The aim of this work
was (l) the genetic caracterization (DNA fingerprinting) and the analysis of
the genetic diversity of 27 grape varieties cultivated in Minas Gerais, Brazil,
using SSR molecular markers; and (Il) to identify and map the occurrence of
viruses in the grapevine Core collection of EPAMIG Grape and Wine, which
are used for production of grafted plants, and analyzing the evolution of viral
titer of infected plants along the grape phenological cycle by means of DAS-
ELISA serological method. Among the 27 cultivars analyzed, 26 different
SSR profiles were detected. In this work were identified 101 alleles in 7 loci
analyzed with average of 14.43 alleles per locus, confirming the high power
of these markers for genetic polymorphism detection. The expected
heterozigosity ranged from 0.832 to 0.9205 with average 0.8873 while the
observed heterozigosity ranged from 0.7692 to 1.000 with average of 0.8943.
The high number of heterozygous individuals might be due the breeding
selection followed by genotype maintenance through vegetative propagation.
Grapes are known to be very sensitive to inbreeding depression and the
higher performance is mainly observed in heterozygous individuals. The loci
with highest polymorphisms content (PIC) were VVS2 (0.92), VVMD27
(0.918) and VrZAG62 (0.918) while the loci with lowest values of PIC were
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VVMD25 (0.832) and VrZAG79 (0.845). Considering the 7 loci analyzed the
Pl accumulation was very low (1.27 x 10™"?) indicating the high efficiency of
these loci for grapevine genotypes differentiation. The dendrogram showed
four main groups and they were in agreement with the genetic similarity
(pedigree) of these varieties. In the principal coordinate analysis, the group
formed for 4 Americans varieties showed the highest level of genetic
structuration. Despite no clear division was observed between vinifers and
rootstocks groups during the structuration, the results indicates a tendency of
clustering among the varieties belonging to the same group. Regarding the
study of viruses plants of six canopy varieties (‘Syrah', 'Chardonnay’,
'‘Cabernet Sauvignon', 'Merlot', '‘Bordo' and 'Niagara Rosada'), four rootstock
varieties ('Traviu', 1103 Paulsen, ''AC 572' and 'lAC 766') and nine
combinations of seedlings produced from grafted plants. Twelve 'Bordo'
clones belonging to a clonal selection breeding program based of EPAMIG
were also analyzed. The plants were tested for the following viruses: GLRaV-
1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6, GVA, GFkV and GFLV. ‘Bordo’ clones had
a high rate of infection with GLRaV-2, which was detected in 91.66% of
samples. The GLRaV-1 were detected in two clones (3 and 17), whereas the
GLRaV-3 were also detected in two clones (3 and 07). Analyzing mother
plants and seedlings produced from them, from a set of 7 seven virus
studied, only GLRaV-3 was detected, being present in ‘Niagara Rosada’
mother plants and in two rootstocks (‘IAC 572’ and ‘IAC 766’). The variation
in viral titer along the phenological cycle showed an increase in the
concentration of viral particles of the three viruses analyzed (GLRaV-1,
GLRaV-2, and GLRaV-3).
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INTRODUCAO GERAL

1. A videira e a viticultura no Brasil
A videira é a frutifera perene de maior importancia econémica a nivel

mundial. Em 2008 a superficie mundial ocupada pelo cultivo da videira foi de
7.871.000 ha (Organizaciéon Internacional de la Vina y el Vino, 2009). O
Brasil € o 9° colocado entre os paises maiores produtores de uvas de mesa
e 0 27° em produgdo de vinhos (Organizaciéon Internacional de la Vifia y el
Vino, 2009). Apesar de nao figurar entre os maiores produtores mundiais, o
Brasil vem apresentando um crescente desenvolvimento no setor, sendo que
a produgao de uvas sofreu um acréscimo de aproximadamente 48,4% nos
ultimos 10 anos. A atividade é desenvolvida desde as regides frias e
subtropicais do sul, tradicionalmente produtora de uvas para elaboracédo de
vinhos finos e de mesa, até as regides tropicais secas do nordeste, irrigadas
para a produgdo de uvas de mesa e, recentemente, também para a
producao de vinhos finos. No pais vém ocorrendo rapidas transformagdes no
setor, principalmente devido ao aumento do consumo de vinhos finos
derivados de variedades nobres de Vitis vinifera. A area de produgao tem
aumentado acentuadamente com a renovagado dos vinhedos e novos
plantios (SILVA, 2002). Os principais estados produtores séo o Rio Grande
do Sul (705.228t), Sao Paulo (193.023 t), Pernambuco (156.685 t) e Bahia
(120.629 t) (AGRIANUAL, 2009). Atualmente a uva esta entre as principais
frutas exportadas pelo Brasil, gerando cerca de 169,7 milhdes de ddlares
para a balanga comercial brasileira em 2008 (IBRAF, 2009).

Para a implantacdo e renovacdo dos vinhedos, os viticultores
brasileiros tém enfrentado sérios problemas relacionados a falta de mudas
com qualidade genética e fitossanitaria testadas por empresas nacionais
especializadas (SILVA, 2002). Isso levou o setor vitivinicola a optar pela
crescente importacdo de mudas, principalmente da Franga, Italia e Africa do
Sul. Entretanto, a importacdo de mudas gera graves problemas tais como:
nao concordancia das estacdes do ano no Brasil em relagdo aos paises de
origem das mudas, gerando a necessidade de armazenamento em camaras

frias, 0 que pode ser desfavoravel para o seu crescimento e vigor; outro



problema esta relacionado a introdugado de patdégenos e a adaptacao de
porta-enxertos europeus aos solos brasileiros, tipicamente acidos ou alicos;
por fim, um terceiro problema diz respeito ao elevado custo das mudas
importadas, que dificulta sua aquisigdo pela maioria dos produtores (SILVA,
2002). Assim, a inexisténcia de um sistema oficial ou privado de certificagao
de mudas, com a finalidade de impedir a difusdo de material propagativo de
qualidade genética e fitossanitaria duvidosas, dificulta o desenvolvimento da
viticultura nacional. A Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
(EPAMIG), na Fazenda Experimental de Caldas, produz e fornece aos
produtores, mudas enxertadas de varias cultivares de videira (Figura 1), com
qualidade genética e fitossanitaria testadas pelas técnicas abordadas nessa

tese.

2. Importancia da identificagao varietal
Uma questdo crucial para a producdo de mudas com qualidade

genética € a identificagdo acurada das variedades a serem produzidas. A
videira tem sido cultivada a cerca de 5.000 anos (Zohary e Hopf 2000) e a
pratica da propagacdo vegetativa favoreceu a dispersdo de muitas
variedades para diversas regides do mundo (Dion 1977; Fregoni 1991).
Como consequéncia, algumas variedades possuem atualmente mais de 100
sindbnimos (diferentes nomes para a mesma variedade), e varios homénimos
(diferentes variedades com o mesmo nome) (Borrego et al.,, 2002;
http://www.genres.de/idb/vitis/). A presenga de sinbnimos, homdnimos e
variedades sem nomes sao problemas significativos nas cole¢des de videira
existentes no mundo (Dettweiler et al., 2000). Deste modo, a identificagédo
acurada dos acessos é um requisito basico para o correto manejo e uso

racional do germoplasma de videira.



Figura — 1: Produgdo de mudas enxertadas de videira da EPAMIG. (A)

Plantio de estacas enxertadas nos canteiros; (B) Campo de produgdo de
mudas em estagio pré-colheita; (C) Detalhe das mudas com sucesso no
pegamento do enxerto; e (D) Mudas colhidas, aparadas, protegidas por cera
de enxertia e embaladas para transporte. Fotos: Nucleo Tecnologico Epamig
Uva e Vinho, Fazenda Experimental de Caldas, Caldas — MG (2009).



A identificagdo e a caracterizagdo das variedades de videira sao
também de consideravel interesse para os viveiristas, agricultores, empresas
vinicolas e gestores dos bancos de germoplasma, pois a qualidade e a
quantidade da produgao séo determinadas pela variedade cultivada (Asensio
et al., 2002). Algumas variedades sao mais demandadas devido a suas
qualidades intrinsecas tais como, resisténcia a alguma doencga ou produto de
maior aceitagdo pelo mercado consumidor. Além disso, a caracterizagédo de
variedades, linhagens ou hibridos tem sido de grande importancia na
protecdo do direito intelectual, sendo utilizada como prova legal em
processos juridicos nos paises em que ja vigoram as leis de protecao de
cultivares. No caso especifico do germoplasma brasileiro de videira, a falta
de conhecimento sobre a diversidade genética existente tem constituido um
entrave a utilizacdo e integracdo de outras formas de conservagdo de
germoplasma (por exemplo, in vitro), além de dificultar a produgdo e o
gerenciamento das informagdes demandadas pelos usuarios.

O género Vitis é muito diverso, compreendendo de 40 a 60 espécies
na Asia, cerca de 34 na América do Norte e uma Unica espécie na Europa, a
Vitis vinifera, que €, a espécie mais cultivada atualmente. As outras espécies
do género Vitis, com excec¢do da Vitis labrusca que é utilizada para produgéo
de sucos e vinhos populares, sdo geralmente utilizadas como porta-enxertos
e fontes de resisténcia contra doengas fungicas no melhoramento desta
cultura. Estima-se que existam cerca de 6.000 variedades de V. vinifera, das
quais menos de 400 sdo de importancia comercial (Alleweldt e Dettweiler,
1994). A maioria dos recursos genéticos de Vitis vinifera é mantida em
colegdes de germoplasma (Galet, 2000), embora espécies selvagens ainda
sejam encontradas e coletadas em centros de diversidade ou em regides
tradicionais de cultivo. O estudo da diversidade genética das colegbes de
germoplasma de videira pode facilitar a classificagdo correta dos acessos, a
selecdo de amostras representativas que capturem a diversidade genética
da colecdo, a deteccao de padrbes de diferenciacdo em toda a colegao e
direcionar programas de melhoramento para obter melhores combinagdes
de alelos de importancia agronémica.

A identificacdo de variedades de videira é tradicionalmente realizada

por meio da ampelografia, que se baseia na analise e comparagao de
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caracteres morfologicos de folhas, caules, cachos e frutos (Galet 1991;
Boursiquot e This 1996; IPGRI UPOV OIV 1997; Galet 2000). Entretanto, o
numero de especialistas em ampelografia é cada vez menor e existe uma
série de restricoes em relagao a este método de identificacdo. Uma vez que
as caracteristicas levadas em consideragao na ampelografia sdo observadas
principalmente na morfologia de folhas completamente expandidas, este
método possui a limitagdo de ser aplicado apenas durante o periodo
vegetativo em que as plantas apresentam folhas completamente
desenvolvidas. Entretanto, o material vegetal utilizado para a propagacéo da
videira é obtido na forma de estacas lenhosas, colhidas durante a fase de
dorméncia da planta (folhas senescentes ou auséncia de folhas), o que torna
a identificagdo varietal do material propagativo baseada em caracteres
morfolégicos imprecisa ou mesmo impossivel. Assim, se ocorrerem erros na
identificacdo, este fato s6 podera ser verificado apdés o completo
desenvolvimento da planta ou durante a fase de producédo, cerca de dois
anos apos o plantio. Além disso, os fendtipos das plantas sdo altamente
influenciados pelas condicbes ambientais e pelo estado nutricional e
sanitario das mesmas. Portanto, diferencas ambientais podem causar
variagbes nas caracteristicas morfolégicas que s&o consideradas na
ampelografia. Consequentemente, clones de uma mesma variedade podem
diferir consideravelmente em termos de fenétipo (Franks et al., 2002; Riaz et
al., 2002).

Outro problema € que o numero total de cultivares de videira presentes
em colegbes ampelograficas em todo mundo € superior a 15.000, e o
numero de cultivares utilizados atualmente também é muito grande. Por isso,
mesmo que as plantas estejam em excelentes condi¢des, é extremamente
dificil diferenciar todas as variedades com base em caracteres morfolégicos
(Sefc et al., 2002; Aradhya et al., 2003).

3. Utilizagc&o de marcadores moleculares em videira
Para superar as limitagbes da ampelografia, diversos tipos de

marcadores moleculares foram desenvolvidos para analisar, caracterizar e
identificar variedades de videira (This et al., 2004). A partir da década de

1960, métodos baseados na deteccao de polimorfismos genético através do



padrdo eletroforético de isoenzimas foram utilizados em analises de
diversidade genética, uma vez que tais enzimas s&o codificadas por
diferentes alelos em um ou mais locos génicos. Entretanto, a expressao das
enzimas pode ser muito influenciada pelas condicbes ambientais e pelo
estagio de desenvolvimento das plantas. Sendo assim, apenas sistemas
enzimaticos que nao apresentavam variagdes em diferentes condi¢oes
podiam ser utilizados como marcadores adequados, o que reduzia o numero
de marcadores disponiveis e, consequentemente, restringia o grau de
polimorfismo possivel de ser obtido através da analise de isoenzimas (Sefc
et al., 2001).

Posteriormente, novas técnicas baseadas na deteccdo de
polimorfismos nas sequéncias de DNA foram desenvolvidas e amplamente
utilizadas com a finalidade de deteccdo de polimorfismos genéticos. As
tecnologias de analise molecular da variabilidade do DNA permitem
determinar pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicamente
denominados “marcadores moleculares” (Borem e Caixeta, 2008). O
desenvolvimento de marcadores moleculares contribuiu muito para o avanco
da pesquisa genética, permitindo a detecgdo de polimorfismo de DNA,
apresentando um padrdo Mendeliano de herangca que € passivel de ser
utilizado em diferentes areas da genética e do melhoramento de plantas
(Borem e Caixeta, 2008), tais como estudos populacionais, evolugao,
estruturacao e analise sinténica.

Estas técnicas apresentam varias vantagens em relagcéo as baseadas
em caracteres morfolégicos e em isoenzimas, tais como exclusdo de
influéncias ambientais, possibilidade de realizagdo em qualquer estagio de
desenvolvimento e utilizando qualquer tecido ou 6rgao da planta, além de
requerer apenas pequenas quantidades de material vegetal (Hodgkin et al,
2001; Karp, 2002).

Inicialmente, a utilizacao de enzimas de restricdo no estudo direto do
DNA permitiu a analise e a comparacdao do comprimento de fragmentos
gerados pela clivagem do material genético. Apds a separagdo por
eletroforese é realizada a detecg¢do por hibridizagdo na sequéncia homologa
com uma sonda clonada e previamente conhecida (Griffiths et al., 2000). As

variagdes nos nucleotideos do DNA devido a mutacdo de ponto, delecéo,
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insercdo, duplicacdo e inversdo, podem criar ou eliminar sitios de
reconhecimento por enzimas de restricdo, gerando fragmentos de diferentes
tamanhos, portanto polimérficos, entre individuos da mesma espécie (Lander
et al.,, 1989). Esta técnica é denominada de RFLP (“Restriction Fragment
Lenght Polimorphism” ou Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos de
Restricao) e foi desenvolvida por Botstein et al (1980). A grande vantagem
dos marcadores RFLP é a sua ampla distribuicdo no genoma, permitindo
uma cobertura adequada e proporcionando a constru¢cdo de densos mapas
genéticos de ligagao, que possibilitam a realizagédo de analises genéticas e
moleculares e varias aplicagbes no melhoramento de plantas, como
clonagem posicional de genes e mapeamento de QTLs (“Quantitative Trait
Loci” ou Locos Controladores de Caracteristicas Quantitativas), além de ter
expressao co-dominante (Nodari et al., 1993). Os marcadores RFLP foram
também utilizados para diferenciar, caracterizar e identificar os acessos de
videira (Striem et al., 1990; Bourquin et al., 1993; Bowers e Meredith, 1996).
Entretanto, o elevado custo, a necessidade de instalacbes apropriadas ao
manuseio e descarte de material radioativo e o tempo necessario na geragao
destes marcadores restringem seu uso como metodologia de rotina (Ferreira
e Grattapaglia, 1998). Outra desvantagem é a quantidade relativamente
elevada de DNA necessaria para esse tipo de analise, que varia entre 20 a
40 pg, o que pode ser um limitante dependendo do organismo e tecido
utilizados.

Posteriormente, com o desenvolvimento da técnica conhecida como
PCR (“Polymerase Chain Reaction” ou Reagdo em Cadeia da Polimerase)
descrita por Kary Mullis (Prémio Nobel em 1993) em 1987, surgiram novos
tipos de marcadores moleculares baseados na amplificacédo do DNA. A partir
de entdo, a PCR vem sendo amplamente utilizada em diversas areas da
biologia, tanto em pesquisa basica como na aplicada (Saiki et al., 1988). As
vantagens dessa técnica sdo muitas, das quais vale destacar a pequena
quantidade de DNA necessaria para executar a reagao, que é da ordem de
nanogramas. Com o advento da PCR, estudos de evolugdo molecular,
diferenciacdo de grupos taxondmicos, identificagcdo de genes especificos,

entre outros, se tornaram mais faceis e acessiveis (Borem e Caixeta, 2008).



Utilizando a PCR como sistema basico de analise, novas técnicas de
genética molecular foram desenvolvidas.

O primeiro tipo de marcador molecular baseado em PCR utilizado foi
o RAPD (“Randomly Amplified Polymorphic DNA” ou Polimorfismo de DNA
Amplificado ao Acaso, Williams et al., 1990). E uma técnica de facil e rapida
execucdo além de apresentar custo relativamente baixo e permitir a
detecgdo de polimorfismos genéticos entre organismos. Outra grande
vantagem € que n&o necessita de conhecimento prévio da sequéncia do
genoma do organismo estudado, visto que os iniciadores (“primers”) sao
arbitrarios. O principio desta técnica se baseia na amplificagao via PCR de
sequéncias de DNA utilizando-se como oligonucleotideos iniciadores,
sequéncias com composicao aleatéria de 10 nucleotideos. A reagao de
amplificagdo ocorre em condigbes de baixa estringéncia, possibilitando a
ocorréncia de pareamento entre os oligonucleotideos iniciadores e o DNA
alvo, mesmo que nado haja uma total complementaridade de bases entre as
duas sequéncias, embora o terminal 3’ precise formar pareamento com a fita
molde de DNA para que seja reconhecido pela enzima Taq DNA polimerase.
Na reacao de amplificacdo, quando os oligonucleotideos iniciadores sao
submetidos a condi¢gbes apropriadas de temperatura (37 a 42 °C) eles
hibridizam com sequéncias genbmicas complementares levando a
amplificagdo da regiao alvo (Karp, 2002). Para que ocorra a amplificagao de
um fragmento RAPD, é necessario que existam no genoma dois sitios
complementares ao iniciador, posicionados em diregcbes opostas e
separados entre si por no maximo 4.000 pares de base. Como os iniciadores
RAPD possuem sequéncias aleatérias, eles podem parear com varias
regides complementares a sua sequéncia e por isso revelar diversos loci
num mesmo genoma (Karp, 2002). Cada iniciador utilizado promove a
sintese simultédnea de diversos fragmentos de DNA em varios pontos do
genoma. Polimorfismos ao nivel de DNA sao detectados pela presenca ou
auséncia de um determinado fragmento amplificado que produzem um
padrdo de bandas especifico conhecido como impresséo digital genémica
(“DNA fingerprint”). Os “fingerprints” permitem distinguir diferentes espécies

e até mesmo individuos de populagdes distintas da mesma espécie.



O fato desse tipo de marcador ser dominante (ndo diferencia
individuos  heterozigotos de individuos homozigotos dominantes)
impossibilita que analises de relagdes de parentesco entre organismos
dipldides sejam realizadas a partir do calculo das frequéncias alélicas. Os
dados gerados sao de natureza binaria e, portanto, requerem tratamentos
estatisticos apropriados, em que sdo geradas matrizes binarias utilizadas
para se calcular coeficientes de parentesco. As principais vantagens dos
marcadores RAPD em relacdo a outros tipos de marcadores moleculares
sao a simplicidade e facilidade de execucgao, rapidez na obtencado dos dados
e possibilidade de se mapear genomas sem a necessidade de se ter
qualquer conhecimento prévio em termos de sequéncia para se desenhar
iniciadores especificos e a necessidade de pequenas quantidades de DNA.
Por outro lado eles apresentam algumas limitagdbes como baixa
reprodutibilidade em diferentes ambientes laboratoriais, baixo conteudo
informativo por locus e, devido a sua natureza dominante, ndo permite a
distingdo entre individuos homozigotos e heterozigotos (Borem e Caixeta,
2008).

Em videira, os marcadores RAPD tém sido utilizados principalmente
na caracterizagdo e identificacdo de variedades (Defontaine, 1992;
Gogorcena et al., 1993; Buscher et al., 1994; Botta et al., 1995; Grando et
al., 1995, 1996; Loureiro et al., 1998; Ye et al., 1998; Fanizza et al., 1999;
Tessier et al., 1999; Pinto-Carnide et al., 2003).

Em 1993, Zabeau e Vos, desenvolveram outro tipo de marcador
molecular denominado AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism” ou
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados). Esta técnica
combina propriedades dos marcadores RFLP e RAPD: a distribuicdo
aleatdria de sitios de restricdo entre genomas e a amplificagdo aleatéria de
fragmentos empregando-se iniciadores de sequéncias arbitrarias. Uma
caracteristica importante desta técnica é a capacidade de acessar
simultaneamente muitas regides diferentes distribuidas aleatoriamente ao
longo do genoma permitindo o estudo de varios loci ao mesmo tempo
(Mueller e Wolfenbarger, 1999). A analise de AFLP é baseada na
amplificagcdo seletiva via PCR de um subconjunto de fragmentos genémicos

gerados apoés digestdo com uma enzima de corte raro combinada com uma
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enzima de corte frequente. As principais vantagens dessa tecnologia é o
grande numero de fragmentos que sdo gerados simultaneamente (elevada
capacidade multiplex), aumentando o poder de deteccdo de variabilidade
genética; a amostragem ampla e aleatéria do genoma; e a ndo necessidade
de conhecimento prévio do genoma estudado. Por esta razio, ela tem sido
utilizada em estudos da diversidade genética entre individuos (Muluvi et al.,
1999; Loh et al., 2000) e na construcdo de mapas genéticos e mapeamento
de genes de interesse em diferentes espécies (Hart et al., 1999). As
principais desvantagens desta técnica sao: a complexidade no padrdo de
polimorfismo genético gerado, o que pode complicar a analise (embora uma
etapa de pré-amplificagdo com adaptadores contendo uma base degenerada
reduza a complexidade do perfil de bandas geradas); a semelhanga do
RAPD pode ter problemas de reprodutibilidade; técnica de dificil
implementagdo e automacgao; custo relativamente alto comparado a outros
marcadores; e é uma técnica considerada como dominante: Os dados
gerados séo de natureza binaria (auséncia ou presenga), o que faz com que
os AFLPs sejam marcadores dominantes e com baixo conteudo de
informacdo genética por locus. Em videira, no caso especifico da
identificacdo clonal e selegcdo assistida das variedades, € necessario a
construgcdo de mapas genéticos altamente saturados. Nestes casos, o0s
AFLPs sao ferramentas poderosas devido ao grande numero de marcadores
que podem ser gerados por individuo (Dalbo et al., 2000, 2001). Além disso,
marcadores AFLPs tém sido utilizados para diferenciar, caracterizar e

identificar acessos do género Vitis (Sensi et al., 1996; Cervera et al., 1998).

4. Marcadores Microssatélites em Videira
Recentemente os marcadores microssatélites, também conhecidos

como SSR (“Simple Sequence Repeats” ou Repeticbes de Sequéncias
Simples), tém se tornado o tipo de marcador molecular mais utilizado para a
identificacdo de variedades de videira em todo o mundo (Sefc et al., 2001;
Laiadi et al., 2009). Suas propriedades tém permitido, também, sua
utilizacdo em mapeamento genémico, estudo de filogenias, reconstrugéo de

genealogias e analises de diversidade genética.

10



Os microssatélites foram inicialmente isolados e descritos de forma
independente por trés grupos de pesquisadores, como sendo pequenas
sequéncias contendo de 1 a 6 nucleotideos repetidos em tandem (Litt e Luty,
1989; Weber e May, 1989; Tautz, 1989). Esse tipo de sequéncia tem sido
detectado nos genomas de todos os organismos eucariotos analisados até o
presente momento (Hancock, 1999). Essas sequéncias s&o frequentes e
distribuidas ao acaso no genoma, apresentando tamanhos variaveis e
formando locus genéticos altamente polimorficos.

Os marcadores moleculares SSR, que também sao baseados na
técnica de PCR, se caracterizam por serem codominantes, multialélicos,
amplamente distribuidos pelo genoma e altamente polimorficos. O conteudo
informativo é relativamente alto, uma vez que essas sequéncias repetitivas
apresentam altas taxas de evolugdo molecular. As principais causas da
variagdo no numero de repeticdes desses loci sdo: o deslizamento da DNA
polimerase durante o processo de replicagdo do DNA e a ocorréncia de
“crossing-over” desigual. O polimorfismo no tamanho dos fragmentos pode
ser causado pelo diferente numero de repeticdes das sequéncias simples,
pela mudanga no elemento repetitivo, ou por substituicbes, insercdes e
delegcbes de nucleotideos nas regides que flanqueiam os microssatélites.
Esses polimorfismos podem ser detectados através da amplificacdo das
sequéncias microssatélite por PCR utilizando-se oligonucleotideos
iniciadores com sequéncias complementares a regides conservadas que
flanqueiam as sequéncias repetitivas, e posterior eletroforese do produto da
amplificagdo em gel de poliacrilamida ou de agarose de alta resolugéo. A
visualizagdo das bandas no gel pode ser realizada através de coloragao com
brometo de etideo, “syber green”, nitrato de prata ou por autoradiografia
apos utilizagao de iniciadores marcados com radioisétopos ou fluorescéncia
na reacéo de PCR (Borém e Caixeta, 2008).

Em videira, os marcadores SSR foram utilizados inicialmente por
Thomas et al. (1993) para identificar cultivares. Estes autores demonstraram
que os microssatélites eram abundantes e polimorficos o suficiente para
permitir a identificacdo e caracterizacdo de diferentes variedades de Vitis
vinifera e se mantinham conservados em outras espécies de Vitis e

Muscadinia. Eles também demonstraram que os microssatélites em videira,
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a semelhanca de outras espécies agrondmicas, sdo codominantes e
segregam de acordo com o padrao de heranga mendeliano, sendo, portanto,
adequados também para mapeamento genético desta espécie.

Posteriormente outros grupos de pesquisadores desenvolveram
novos marcadores SSR para videira, o que levou a obtengcdo de diversos
iniciadores especificos para Vitis (Browers et al., 1996, 1999; Sefc et al.,
1999; Lefort et al., 2002), culminando com a formagao, em 1997, do “Vitis
Microsatelitte Consorcium” (VMC). Este consorcio € constituido por 21
grupos de pesquisa localizados em 12 paises, e resultou no
desenvolvimento de 333 novos marcadores SSR obtidos a partir de
bibliotecas gendmicas enriquecidas (Riaz et al., 2007). Recentemente foram
desenvolvidos 118 novos marcadores SSR isolados a partir de bibliotecas
genbmicas enriquecidas para repeticdes (AC), (Di Gaspero et al., 2005).
This et al. (2004) propuseram a utilizacao de 6 locos microssatélites como
referéncia para a identificacdo de variedades de videira. Os dados obtidos
por este grupo estdo disponiveis na base de dados
http://www.genres.de/eccdb/vitis/. Este conjunto de 6 loci € composto pelos
seguintes marcadores: VVMD5, VVMD7 (Browers et al., 1996), VVMD27
(Browers et al., 1999), VrZag62, VrZag79 (Sefc et al.,1999) e VVS2 (Thomas
e Scott, 1993). Estes sdo também recomendados pelo “Office de la Vigne et
du Vin” para elaboracdo de uma base de dados unica contendo informacgdes
sobre os alelos de todas as variedades de Vitis. Atualmente estédo
disponiveis varias bases de dados contendo informacdes a respeito da
genotipagem de videira por marcadores microssatélites, tais como: “Grape
Microsatellite Collection”, http://www.ismaa.it/areabioav/gmc.html; “Greek
Vitis Database”, http://www.biology.uch.gr/gvd e “Swiss Vitis Microsatellite
Database” — SVMD, www.unine.ch/nccr/svmd/.

Nos ultimos 15 anos, os microssatélites tém sido aplicados a videira
com as seguintes finalidades: genotipagem (Botta et al., 1995; Secf et al.,
1998; Laiadi et al.,2009); estudos de pedigree (Bowers e Meredith, 1996;
Sefc et al., 1997, 2000; Crespan et al., 2001; Imazio et al., 2002; Lefort et al.,
2002; Siret et al., 2002; Ortiz et al., 2004); identificagcdo de QTLs, selegao
assistida e mapeamento genético (Doligez et al.,, 2002; Riaz et al., 2002,
2004; Grando et al., 2003; Adam - Blondon et al., 2004; Moreira, 2005); e
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identificacdo de sinbnimos e homdnimos (Boccaci et al., 2005; Constantini et
al., 2005; Vouillamoz et al., 2006, Meneghetti et al., 2009).

Com relagdo ao ultimo item, a utilizacdo de microssatélites pode
auxiliar na confirmacgao e definicdo de sinbnimos, ou seja, podem identificar
gendtipos iguais conhecidos por diferentes nomes. Por exemplo, no perfil
dos microssatélites de uvas viniferas italianas foram encontrados sinénimos
entre as variedades ‘Refosco di faedis’ e ‘Refoscone’ (Cipriani et al., 1994),
assim como entre as variedades ‘Favorita’, ‘Pigato’ e ‘Vermentino’ (Botta et
al., 1995). Na parte Oriental-Sul da Austria, uma variedade denominada de
‘Morillon’ foi considerada um sinénimo da ‘Chardonnay’, pois o perfil dos
microssatélites das duas variedades mostrou-se idéntico (Sefc et al., 1998).
Thomas et al. (1994), estudando os porta-enxertos ‘5A Teleki’ e ‘Kober 5BB’
demonstraram que eles possuem o mesmo perfil de DNA, indicando que os
dois diferentes nomes foram equivocadamente dados ao mesmo porta-
enxerto no passado. Martin et al. (2006) analisando 56 variedades
tradicionais da Espanha e Portugal, concluiram que a variedade ‘Tinta Roriz’
de Portugal € um sindbnimo da ‘Tempranillo’ da Espanha. Os casos acima
exemplificam bem o potencial pratico do uso de marcadores microssatélites
em programas de certificagdo genética de mudas de videira.

No caso de estudos de pedigree, um resultado interessante foi a
descoberta da origem da variedade ‘Cabernet Sauvignon’ através dos
marcadores microssatélites (Bowers e Meredith, 1997; Sefc et al., 1997).
Neste estudo os autores constataram que ‘Cabernet Sauvignon’ teria sido
originado a partir do cruzamento entre ‘Cabernet Franc’ e ‘Sauvignon Blanc’.

No exame da variedade conhecida como ‘Petit Syrah’ na Califérnia, foi
demonstrado que a maioria dos acessos com este nome € idéntico ao da
variedade ‘Durif’ (Meredith et al., 1999). Estudos com microssatélites em 25
loci confirmaram e identificaram a variedade ‘Syrah’ como um provavel
parente da variedade ‘Durif. Boccaci et al. (2005) analizando 8 loci
microssatélites identificou graus de parentesco entre as variedades ‘Fortana’
e ‘Lambrusco Maestri’ e entre ‘Uva Tosca’ e ‘Lambrusco Montericco’.

Os marcadores SSR tém se mostrado como uma técnica muito
eficiente para auxiliar no manejo racional de colegbes e bancos de

germoplasma, possibilitando o “fingerprinting”, caracterizagdo molecular de
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genotipos e analises de similaridade genética em diversos paises como
Portugal (Lopes et al., 2006; Almadanim et al., 2007), Espanha (Ibaries et al.,
2003; Martin et al., 2006; Fernandez—Gonzales et al., 2007), ltalia
(Constantini et al., 2005), Austria (Sefc et al., 1998), Ira (Fatahi et al., 2003;
Ramesani et al.,, 2009), Bulgaria (Dzhambazova et al., 2009), Hungria
(Galbacs et al., 2009), India (Upadhyay et al., 2007), Estados Unidos
(Lamboy e Alpha, 1998, Dangl et al., 2001), Peru e Argentina (Martinez et
al., 2006), Chile (Narvaez et al., 2001) e mais recentemente, no Brasil (Ledo
et al., 2009).

A diferenciacao e a estrutura genética entre videiras de 7 diferentes
regides de cultivo na Europa foram analisadas utilizando-se 9 loci SSR e
permitiu a detecgdo de altos niveis de variabilidade genética entre os
conjuntos génicos de todas as regides, mesmo no caso de regides vizinhas
com Portugal e Espanha. Esses dados sugerem a possibilidade de se
conhecer a populagdo que deu origem aos cultivares com “backgrounds”
genéticos desconhecidos a partir de informagdes sobre seus gendtipos (Sefc
et al., 2000).

Outro estudo desenvolvido por Aradhya et al. (2003), utilizando 8 loci
SSR, permitiu o agrupamento de 222 acessos de Vitis vinifera e 22 acessos
silvestres em 16 subgrupos dentro de trés grupos de acordo com a origem
geografica (occidentalis, pontica e orientalis), possibilitando ainda uma certa
diferenciagao entre uvas viniferas e de mesa, além de demonstrar que os

tipos moscatéis constituem um grupo distinto dentro das viniferas.

5. As viroses da videira
Outra questdo essencial para a produgcdo de mudas de videira com

qualidade é a necessidade de se utilizar plantas comprovadamente livres de
viroses. No Brasil, a inexisténcia de um sistema oficial de controle e
certificacdo da qualidade de mudas tem favorecido a transmissdao de
diversas doengas, principalmente viroses, através de materiais vegetativos
contaminados (Kuhn, 1989; Silva et al., 2002). As viroses representam um
dos mais importantes problemas fitossanitarios da viticultura mundial. Em

geral essas doengas se caracterizam por induzir a lenta e gradual
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degenerescéncia da planta, causando constantes perdas na producéo,
podendo levar a perdas totais em variedades sensiveis (Amorim e Kuniyuki,
1997; Moreira et al., 2004).

No Brasil, as praticas culturais e a importacdo de novos materiais
propagativos tém favorecido a ocorréncia viroses, gerando prejuizos
significativos a produc¢ao de uvas no pais. Portanto, € de grande importancia
0 conhecimento a respeito dos principais virus associados a esta cultura que
ocorrem em cada regido do pais, e isso exige o desenvolvimento e utilizagéo
de métodos apropriados para realizar a deteccado de cada tipo de virus. Por
nao produzirem sintomas perceptiveis em muitas variedades de videira, eles
podem ser propagados indefinidamente, se perpetuando e ocasionando
altas taxas de infeccdo dos materiais vegetais utilizados (Fjardo et al., 2003;
Martelli e Boudon-Padieu, 2006). Embora alguns virus ndao promovam o
aparecimento de sintomas visiveis de facil reconhecimento, os mesmos,
dependendo da intensidade de carga viral, afetam o metabolismo celular das
plantas infectadas provocando maior susceptibilidade a outros estresses
bidticos e abidticos, além de atraso de ciclo, aborto de inflorescéncias e
baixa producdo. A acao sinérgica de diferentes virus na mesma planta,
conhecida como complexo virial, também é bastante deletéria ao
metabolismo da planta.

Por ser propagada vegetativamente, a videira favorece a
disseminagao dos virus, o que leva ao aparecimento de doengas complexas,
causadas pelo acumulo de diferentes virus em uma mesma planta. Muitas
dessas doengas ja foram identificadas e caracterizadas enquanto outras
ainda necessitam de estudos complementares para definir sua natureza
etiolégica. Enquanto algumas ocorrem de forma ocasional na videira, outras
causam prejuizos econdémicos importantes, e estao restritas a determinadas
regides ou paises, provavelmente favorecidas por caracteristicas regionais
como o plantio de cultivares sensiveis ou devido a condi¢cdes edafoclimaticas
que sejam favoraveis a ocorréncia de vetores (Fajardo et al., 2003; Martelli e
Boudon-Padieu, 2006).

Nas principais regides viticolas do Brasil, onde os vinhedos foram
formados utilizando-se materiais propagativos introduzidos ha muitos anos,

principalmente a partir do continente europeu, a ocorréncia de viroses é
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comum. Na época em que esses materiais foram introduzidos no pais,
pouca ou nenhuma selecdo sanitaria era realizada, o que facilitava a
distribuicdo de material infectado entre regides e paises, especialmente os
porta-enxertos, nos quais a infecgao viral geralmente é latente (Fajardo et
al., 2003). A disseminacao é facilitada, em grande parte, no momento da
aquisicado de porta-enxertos pelos produtores, devido ao fato do material
vegetativo ser originados de vinhedos mais antigos da propria regido ou
introduzidos de outras regides.

A videira é a espécie lenhosa que apresenta o maior numero de
viroses (Walter e Martelli, 1997). Até entao foram relatados 53 virus (Tabela-
1) e cinco doengas cujos agentes etioldgicos sao suspeitos de serem virus
(Martelli e Boudon-Padieu, 2006). No Brasil foram relatados até o momento
10 virus da videira: GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-5, GLRaV-6,
GVA, GVB, RSPaV, GFkV e GFLV. Entre os virus que afetam a videira
destacam-se os pertencentes das familias Closteroviridae, Comoviridae e
Tymoviridae (Martelli e Boudon-Padieu, 2006).

Tabela 1- Taxomomia dos virus conhecidos de videira (Martelli, 2003).

Familia Género Numero de viroses
Comoviridae Nepovirus 16
Fabavirus 1
Bromoviridae Alfamovirus 1
Cucumovirus 1
larvirus 2
Tombusviridae Tombusvirus 2
Carmovirus 1
Closteroviridae Closterovirus 2
Ampelovirus 7
Género ainda nédo definido 1
Tymoviridae Género ainda néo definido 2
Marafivirus 2
Bunyaviridae Tospovirus 1
Familia ndo definida Sobemoviru 1
Familia ndo definida Necrovirus 1
Familia ndo definida Potexvirus 1
Familia ndo definida Foveavirus 1
Familia ndo definida Tobamovirus 2
Familia ndo definida Vitivirus 4
Familia ndo definida Trichovirus 1
Familia ndo definida ldaeovirus 1
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6. “Gapevine leafroll Associated Virus”
O enrolamento da folha da videira é atribuido a nove espécies de

“Gapevine leafroll Associated Virus" (GLRaV-1 a 9), sorologicamente
distintas e pertencentes a familia Closteroviridae, as quais individualmente
ou em mistura, estdo associadas com a manifestagdo dos sintomas da
doenca. A familia Closteroviridae é constituida por virus de plantas que séo
constituidos de particulas filamentosas, possuem genoma composto de RNA
fita simples, e apresentam transmissao semi-persistente por insetos. Essa
familia é constituida por trés géneros: Closterovius, Ampelovirus e Crinivirus,
que possuem como vetores afideos, cochonilhas e moscas-brancas
respectivamente. Do género Crinivirus ndo ha relato de plantas de videira
infectadas por esses vetores (Karasev, 2000 ; Martelli et al., 2002).

Exceto GLRaV-2, que pertence ao género Closterovirus, todas as
demais espécies estdo incluidas no género Ampelovirus (Karasev, 2000;
Martelli et al., 2002; Fauquet et al., 2005). As espécies de virus que causam
o enrolamento das folhas podem infectar muitas das variedades de videira e
séo restritas ao género Vitis. Os Ampelovirus sdo constituidos de particulas
alongadas e flexuosas com 1.400 a 2.200 nm e possuem genoma
monopartido composto por RNA fita simples de 16,9 a 19,5 Kb e peso
molecular das subunidades da proteina capsidial de 25 a 39 KDa (Martelli et
al., 2002; Prosser et al., 2007; Alrwahnih et al., 2008).

O unico representante do género Colteroviridae capaz de infectar a
videira € o GLRaV-2 (Karasev, 2000 ; Martelli et al., 2002). A organizagao
gendmica do GLRaV-2 é muito semelhante a de outro Closterovirus, o “Beet
yeallows virus", espécie tipo deste género e similar ao virus da tristeza em
citros. Tal similaridade foi confirmada por meio da analise de proteinas
geneticamente relevantes, o que permitiu classificar com seguranga o
GLRaV-2 como pertencente ao género Closterovirus (Abor-Ghanem et al.,
1998).

No Brasil, a ocorréncia dos virus GLRaV-1, GLRaV-2 e GLRaV-3 ja foi
observada no Rio Grande do Sul (Kuhn et al., 1998), em Sao Paulo
(Kuniyuki et al., 2002) e em Minas Gerais (identificados neste trabalho), e
existem indicios de que o GLRaV-3 seja o de ocorréncia mais frequente nos

vinhedos brasileiros (Kuniyuki et al., 2005). Em S&o Paulo foi também
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detectado o GLRaV-5 (Kuniyuki et al., 2008). O GLRaV-6 foi detectado por
Kuniyuki et al (2003) em amostras de plantas cultivadas em quatro estados
brasileiros (SP, PE, MG e RS). Este virus foi detectado com baixa incidéncia,
com excegao nas cultivares ‘Cardinal’ (100 %) e ‘Red Glob’ (42,8 %).
Embora o nimero de amostras analisadas ndo tenha sido muito alto, os
dados obtidos indicam que este virus se apresenta geograficamente bem
distribuido, ocorrendo em todas as regides onde estas duas cultivares estao
presentes. Devido a insuficiéncia de instituicdes ou empresas capacitadas
para realizar a detecgdo de viroses de videira no Brasil, assim como de
outras espécies agronbmicas, acredita-se que o0 quadro atual de
disseminagao destas viroses seja subestimado para todas as regides que
cultivam a videira no Brasil.

Os sintomas causados pela virose do enrolamento das folhas variam
de acordo com as condigdes climaticas, época do ano, espécie e estirpe do
virus, estagio fenologico da planta e com a variedade de videira infectada.
Podem ser facilmente reconhecidos em cultivares sensiveis, principalmente
no final do ciclo vegetativo, antes da queda das folhas, pelo enrolamento das
bordas das folhas para baixo (encarquilhamento), o que pode ser observado
nas variedades tintas e brancas de Vitis vinifera. No entanto, casos de
infeccdo em que as bordas das folhas ndo se enrolem também ocorrem
(Kuhn, 1989; Martelli e Boudon-Padieu, 2006). Estes sintomas aparecem
inicialmente nas folhas da base dos ramos evoluindo gradualmente para as
demais folhas, podendo levar ao definhamento completo da planta. Nas
variedades tintas as folhas adquirem uma coloracdo avermelhada sendo que
as nervuras permanecem verdes (Figura 2). Nas plantas muito afetadas,
observa-se a maturacgéao irregular e atrasada dos cachos e das bagas. Um
agravante para a disseminag&o das viroses € o fato de que as variedades de
videira americanas (V. labrusca), algumas hibridas e nos porta-enxertos ndo
apresentarem os sintomas visuais caracteristicos das viroses, sendo a
infeccao considerada como latente (Fajardo et al., 2003). No entanto, o dano
causado pela infecgao por virus no metabolismo celular das plantas ocorre
muito antes que qualquer sintomatologia possa ser detectada visualmente.

Por isso € essencial o emprego de materais vegetativos isentos de viroses.
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A transmigéo dos GLRaV-1 e GLRaV-3 ocorre através de cochonilhas
cotonosas (Planococcus ficu, P. citri, Pseudococcus longispinos, P.
calceolariae, P. affinis, Heliococcus bohemicus e Phenacoccus aceris) e
pelas cochonilhas de carapaga (Pulvinaria vitis e Parthenolecanium corni)
(Kuniyuki, 2005). Ja o GLRaV-5 e o GLRaV-9 sao transmitidos por
Pseudococcus longispinus. As cochonilhas tém sido relatadas como os
principais vetores dos virus da videira (Charles et al., 2006). Os demais virus

associados ao enrolamento da folha ndao possuem vetores conhecidos
(Martelli e Boudon-Padieu, 2006).

By ¥
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Figura -2: Folha de ‘Cabernet Sauvignon’ com sintomas severos de enrolamento da
folha da videira (GLRaV-3) (A) e um ramo da mesma planta (B). (Fotos: Nucleo
Tecnoldgico EPAMIG Uva e Vinho, Caldas — MG, 2009).

7. “Grapevine Fanlef Virus”
O “Grapevine Fanlef Virus” (GFLV) é outro importante virus da videira

que pertence ao género nepovirus sendo o agente etiolégico da doenca
conhecida como degenerescéncia da videira (Martelli e Boudon-Padieu,
2006). Sao particulas poliédricas de 30 nm de didmetro, possuem genoma
bipartido de RNA fita simples, senso positivo, com uma molécula de RNA
com 7.342 nucleotideos e outra com 3.774 nucleotideos, encapsulados

separadamente, mas ambas necessarias para a infeccdo. A proteina
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capsidial possui 54 kDa e é codificada pelo RNA 2 (Murphy et al., 1995). A
incidéncia nas regides viticolas do Brasil aparentemente é pouco expressiva
(Fajardo et al., 2000). Entretanto em paises como Estados Unidos e em
muitos paises europeus a doenca é considerada como uma das mais
importantes em termos de prejuizos para a viticultura. O GFLV pode ser
transmitido por nematoides Xiphinema index e X. Italiae, que sao parasitas
radiculares de dificil eliminagdo dos solos. Em restos de raizes de plantas
infectadas que permanecem no solo, esses virus continuam viaveis durante
alguns anos servindo como fonte de in6culos em areas infestadas por
nematoides. Os danos causados pela doenga variam de acordo com a
sensibilidade da variedade afetada e com a estirpe do virus (Kuniyuki et al.,
1994; Martelli e Savino,1998). Os cultivares mais sensiveis, quando
infectados, apresentam um declinio progressivo, com queda acentuada na
producdo, perda de qualidade da uva, diminuicdo na pega do enxerto € no
enraizamento das mudas. A doenga pode afetar todos os 6rgaos da videira,
sendo que nas folhas os sintomas caracteristicos sdo deformagdes com
distribuicdo anormal das nervuras, angulo do peciolo muito aberto ou
fechado, assimetria foliar com formagao de dentes pontiagudos nas bordas e
reducido do tamanho. Além desses sintomas € também comum a ocorréncia,
nas folhas, de manchas translucidas, de formas variadas, observadas
principalmente na primavera. Nos ramos o0s sintomas se caracterizam pela
presenca de entrends curtos, bifurcacdo, achatamentos e nds duplos,
proliferagcdo de gemas e brotagcdo fraca e atrasada. Nos cachos notam-se
bagas menores e em menor numero, com atraso ou n&o ocorréncia de

maturacgao (Pearson e Goheen, 1998, Fajardo et al., 2000), (Figura 3).
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Figura - 3: Cacho de uvas com maturagdo irregular e atrasada (A) e bifurcacdo do
ramo causados pela virose da degenerescéncia de videira. (Fotos: A - IVO-UC
Davis, 2010; B — Gilmar Kuhn, EMBRAPA).

8. “Grapevine virus A”
O género Vitivirus possui trés espécies que infectam a videira:

“Grapevine virus A” (GVA), “Grapevine virus B” (GVB) e “Grapevine virus D”
(GVD). Recentemente Nakaune et al (2008) caracterizaram uma nova
espécie de Vitivirus infectando videiras no Japao, denominado “Grapevine
virus E” (GVE). Com base em novas informacgdes soroldgicas e moleculares,
o GVC foi excluido do género Vitivirus por estar erroneamente classificado
neste género (Masri et al., 2006).

O GVA, causador da doenga conhecida com caneluras do tronco ou
acanalura do lenho da videira, possui particulas alongadas com cerca de
800 nm de comprimento e genoma monopartido de RNA fita simples com
aproximadamente 7.400 nucleotideos. Sua proteina capsidial possui peso
molecular de 22 kDa (Minafra e Hadidi, 1994; Minafra et al., 1994; Martelli et
al., 1997; Fajardo et al., 2003). Em cultivares sensiveis, como por exemplo, o
porta-enxerto ‘Kober 5BB’, podem ser observadas acanaluras sob a casca
do tronco da videira na superficie do lenho, que correspondem ao local onde
a casca penetra no tronco, prejudicando a formagao de vasos condutores de

seiva e facilitando a penetragcédo de outros patégenos (Figura 4).
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Figura 4 — Sintomas de infecdo por GVA: (A) Videiras com acanaluras do lenho; e

(B) Planta com intumescimento dos ramos. (Fotos: Gilmar Kuhn, EMBRAPA).

As folhas das cultivares tintas podem apresentar avermelhamento em
funcdo da ma formagdo dos vasos condutores (Kuniyuki, 2001). A
disseminagao do GVA ocorre através da propagagao de material infectado e

a transmissao se da através da enxertia.

9. “Grapevine fleck virus”
O “Grapevine fleck virus”, agente etiolégico da mancha das nervuras

da videira, pertence ao género Muculavirus e sao limitados ao floema das
plantas infectadas, ndo podem ser transmitidos mecanicamente e néo
possuem vetor conhecido, sendo transmitidos principalmente por material
propagativo infectado. Possui particulas isométricas com 30 nm de didmetro,
genoma monopartido de RNA fita simples com 7.500 nucleotideos e proteina
capsidial com 28 kDa de peso molecular (Sabanadzovic et al., 1996). Os
sintomas caracteristicos da doenga (Figura 5) aparecem em folhas jovens e
intermediarias do porta-enxerto ‘Rupestris St. George’, como manchas
transliucidas sem forma definida que acompanham as nervuras,
principalmente as de 32 e 42 ordens. Tais manchas aparecem distribuidas

em parte ou em toda Iamina foliar, podendo ocorrer em grande numero ou
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reduzidas a poucas manchas. E também comum a ocorréncia de seio
peciolar excessivamente aberto e assimetria com distorcdo e deformagao
das folhas. Plantas muito afetadas se desenvolvem menos e podem
apresentar folhas com as bordas voltadas para cima. Na maioria das
cultivares comerciais o virus ocorre de forma latente (Martelli et al., 2002;
Fajardo et al.,, 2003). O GFKkV é capaz de infectar um grande numero de
especies e variedades de Vitis, podendo ser facilmente transmitido por unido
de tecidos (enxertia), mas ndo através de sementes ou mecanicamente,

além de nao possuir vetor conhecido (Martelli et al., 2002).

Figura 5 — Folha de videira com mancha das nervuras causada pelo GFkV. (Foto:
Gilmar Kuhn, EMBRAPA).

10. Métodos para deteccao viral
No caso da videira sdo comuns infecgdes multiplas envolvendo

complexos virais, o que inviabiliza o diagndstico baseado em sintomas
observados no campo. Além disso, muitas variedades nado manifestam
sintomas evidentes. Por outro lado existem fatores que podem induzir
sintomas semelhantes aos causados pelos virus, como deficiéncia ou
excesso de determinados nutrientes e ataque por outros tipos de patégenos
ou pragas. Sendo assim, a utilizagdo de técnicas apropriadas para
diagndstico de viroses em videira € de extrema importéncia para garantir a

seguranca fitossanitaria de materiais propagativos. As técnicas mais
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utilizadas para a identificagdo de viroses em videira sao os testes bioldgicos,
soroldgicos e os moleculares.

No teste bioldégico as plantas a serem avaliadas s&o enxertadas
(hipobioto) em plantas indicadoras (epibioto) e observa-se a porgdo da
planta indicadora até que se manifestem os sintomas caracteristicos. Apesar
de ser bastante sensivel para a detec¢do das doengas, o teste biolégico ndo
permite a identificacdo precisa e especifica do virus causador dos sintomas
(Osman et al.,, 2007). Além disso, a reagdo das plantas indicadoras pode
variar de acordo com as condicdbes ambientais e a manifestacdo dos
sintomas pode levar até mais de dois anos para ocorrer, o que torna o teste
demorado e oneroso (Kuhn e Fajardo, 2004). Outra desvantagem é a
necessidade de infraestrutura adequada como casas de vegetagéo
revestidas por tela antiafidica para evitar infeccbes cruzadas por insetos
vetores.

O método soroldgico mais utilizado para identificagdo de viroses em
videira é conhecido como ELISA (“Enzyme Linked Imunosorbant Assay” ou
Ensaio Imunoabsorvente de Ligagdo de Enzimas), especialmente o tipo
direto de duplo sanduiche (DAS-ELISA), que € um dos métodos mais
difundidos para o diagnostico de virus em plantas. A presencga do antigeno,
no caso a proteina viral, presente na seiva infectada, é detectada
indiretamente através de uma reagao colorimétrica que ocorre devido a acao
de uma enzima, em geral uma fosfatase alcalina ou uma peroxidase,
conjugada a um anticorpo, na presenga de um substrato apropriado (Boscia
et al., 1997).

O teste de ELISA é relativamente simples, acurado, rapido, sensivel e
facil de executar (Boscia et al., 1997). Embora possa se caracterizar como
uma técnica de baixo custo, no Brasil o teste ainda & considerado como
muito caro devido a inexisténcia de empresas nacionais fabricantes de kits
de diagndstico e a necessidade de importagcdo dos mesmos a custos
elevados. O ELISA apresenta uma série de vantagens em relagao ao teste
biolégico, tais como sensibilidade suficiente para detectar baixas
concentragdes de antigeno viral, possibilidade de trabalho em larga escala,
possibilidade de obtencdo de medidas quantitativas de carga viral,

possibilidade de padronizacdo e automacéao, durabilidade dos reagentes e
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simplicidade dos equipamentos utilizados (Clark e Adams, 1977). Os
anticorpos podem ser purificados a partir do soro de uma cobaia imunizada e
estes, irdo reagir especificamente com o antigeno para o qual eles foram
formados. Varias enzimas possuem a capacidade de se ligarem a moléculas
de anticorpo formando uma molécula conjugada que além de possuir
atividade enzimatica também é sorologicamente ativa.

Algumas proteinas, como as que constituem o capsidio viral, ttm a
capacidade de se adsorverem fortemente a superficie de determinados
plasticos como poliestireno e cloretos de polivinil (Garnsey e Cambra, 1991)
e esta propriedade é fundamental para execugao de teste de ELISA. Tais
materiais sdo frequentemente referidos como adsorventes ou como a fase
sélida dos protocolos de ELISA. Esta ligagdo a materiais imunoadsorventes
nao € especifica e nem € uma reagao sorolégica e quando o extrato de uma
planta é colocado em uma placa de ELISA, varios tipos de proteinas tanto
virais como da planta se adsorvem a superficie da placa. Os componentes
nao reativos podem ser removidos através de lavagens e a adsorgéo
indesejada de antigenos ou anticorpos a placa pode ser evitada utilizando-se
detergentes iGnicos como, por exemplo, o Tween-20 nas solugbes sob
incubagdo. O tampao de revestimento das placas com anticorpo de captura
nao contém Tween-20, que sb é incorporado nos passos subsequentes do
teste (Garnsey e Cambra, 1991).

Nos ultimos anos, gragas a disponibilidade de sequéncias completas
ou parciais de acidos nucléicos virais em bancos de dados, a deteccao de
diversos virus da videira tem sido realizada utilizando-se métodos
moleculares baseados em PCR (Engel et al., 2010, Osman et al, 2007). A
técnica conhecida como RT-PCR (“Reverse Transcriptase-PCR”) tem sido
uma das mais utilizadas, uma vez que a maioria dos virus que infectam a
videira possui material genético constituido por RNA fita simples. Essa
técnica apresenta uma sensibilidade que pode ser de 100 a 1.000 vezes
superior aos métodos sorolégicos de deteccao viral (Martin et al., 2000). O
principio de técnica basea-se na amplificagcdo via PCR de um fragmento
especifico de cDNA sintetizado a partir do RNA viral pela agdo da enzima
transcriptase reversa. Geralmente nas reacbes de amplificacdo séao

utilizados pares de oligonucleotideos iniciadores com sequéncias
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complementares a regides conservadas do genoma viral, permitindo a
amplificagdo da sequéncia flanqueada pelos iniciadores. O fragmento
amplificado pode ser facilmente visualizado através da eletroforese de uma
aliquota do produto da amplificagdo em gel de agarose ou poliacrilamida e
posterior coloragdo com brometo de etideo.

Apesar da alta sensibilidade, a RT-PCR apresenta alguns fatores
limitantes que dificultam a sua utilizagdo em testes de rotina, sobre um
grande numero de amostras. A necessidade de transcricdo do RNA viral em
cDNA e sua posterior amplificagcdo por PCR leva a necessidade de que o
RNA extraido da planta a ser analisada esteja livre de polissacarideos e
compostos fendlicos, que estdo presentes em grandes quantidades em
tecidos foliares da videira, uma vez que tais compostos podem inibir a acéo
tanto da transcriptase reversa quanto da Taq polimerase (Marinho, 2001).
Outro fator que limita a utilizacdo da RT-PCR em larga escala é o alto custo,
devido aos pregos elevados dos equipamentos e reagentes necessarios
para a realizagdo da técnica. Um agravante é o fato que a auséncia de
bandas geradas para o virus em estudo, ndo necessariamente exclui a
hipétese de que a planta esteja contaminada, visto que por questdes
intrinsecas das reagdes de geragcdo do cDNA e da amplificagdo por PCR,
varios fatores podem prevenir a amplificacdo da sequéncia viral, ndo sendo
portanto o resultado negativo considerado como conclusivo. Uma forma de
contornar essa limitacdo € a inclusdo de controles positivos para avaliar a

qualidade das reacgoes.
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CAPITULO |

Diversidade Genética e “DNA Fingerprinting” em Acessos de
Videira Utilizando Marcadores Moleculares
Microssatélites
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RESUMO

Os objetivos desse trabalho foram a caracterizagdo molecular (“DNA
fingerprinting”) e o estudo da diversidade genética de 27 variedades de
videira cultivadas no estado de Minas Gerais, utilizando marcadores
moleculares do tipo SSR. Os 7 marcadores utilizados permitiram a
diferenciagdo de 26 gendtipos. Foram identificados 101 alelos com uma
média de 14,43 alelos por locus, confirmando a eficiéncia dos marcadores
para a detecgao de polimorfismos genéticos. A heterozigosidade esperada
variou de 0,832 a 0,9205, com média 0,8873, enquanto a heterozigosidade
observada variou de 0,7692 a 1,000, com média 0,8943. O excesso de
heterozigotos se explica pelo fato da selecédo de individuos superiores para
qualidade e produtividade em videira ter sido realizada precocemente
durante o processo de melhoramento da cultura e perpetuado pela
multiplicacdo vegetativa. Além disso, a videira € sensivel a depresséao
endogamica sendo as melhores performances obtidas por individuos
heterozigotos. Os loci que apresentaram os maiores valores de conteudo de
informagédo polimérfica (PIC) foram VVS2 (0,92), VVMD27 (0,918) e
VrZAG62 (0,918). Ja os que apresentaram os menores valores foram
VVMD25 (0,832) e VrZAG79 (0,845). Considerando os 7 loci analisados, a
probabilidade de identidade atingiu um valor relativamente baixo (1,27 x 10
'2) demonstrando uma grande eficiéncia dos marcadores utilizados para a
diferenciagdo das variedades. O dendrograma agrupou corretamente a
maioria das variedades de acordo com o pedigree. Na analise das
coordenadas principais, o grupo formado pelas quatro variedades copa
americanas apresentou o maior nivel de estruturacdo. Apesar de nao ter
ocorrido uma clara estruturagdo em relagdo aos grupos das viniferas e dos
porta-enxertos, foi possivel notar uma tendéncia de agrupamento das

variedades pertencentes ao mesmo grupo.

Palavras chave: Genotipagem, Sequéncia Simples Repetitiva,
germoplasma, Vitis spp.
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ABSTRACT

Genetic Diversity and DNA Fingerprinting in Grapevine Accessions
Using Microsatellites Molecular Markers

The aim of this work was the DNA fingerprinting and the analysis of
the genetic diversity of 27 grape varieties cultivated in Minas Gerais, Brazil,
using SSR molecular markers. Among the 27 cultivars analyzed, 26 different
SSR profiles were detected. In this work were identified 101 alleles in seven
loci analyzed with average of 14.43 alleles per locus, confirming the high
power of these markers for genetic polymorphism detection. The expected
heterozigosity ranged from 0.832 to 0.9205 with average 0.8873 while the
observed heterozigosity ranged from 0.7692 to 1.000 with average of 0.8943.
The high number of heterozygous individuals might be due the breeding
selection followed by genotype maintenance through vegetative propagation.
Grapes are known to be very sensitive to inbreeding depression and the
higher performance is mainly observed in heterozygous individuals. The loci
with highest polymorphisms content (PIC) were VVS2 (0.92), VVMD27
(0.918) and VrZAG62 (0.918) while the loci with lowest values of PIC were
VVMD25 (0.832) and VrZAG79 (0.845). Considering the seven loci analyzed
the Pl accumulation was very low (1.27 x 10™?) indicating the high efficiency
of these loci for grapevine genotypes differentiation. The dendrogram
showed four main groups and they were in agreement with the pedigree of
these varieties. In the principal coordinate analysis, the group formed for four
Americans varieties showed the highest level of genetic structuration.
Despite no clear division was observed between vinifers and rootstocks
groups during the structuration, the results indicates a tendency of clustering

among the varieties belonging to the same group.

Key Words: Genotyping, Simple Sequence Repeats, germplasm, Vitis spp.
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1. INTRODUCAO

No Brasil a viticultura ocupa uma area de aproximadamente 76.370
ha (AGRIANUAL, 2009) e a produgéo se concentra nas regides Sul, Sudeste
e Nordeste, sendo que os principais estados produtores sdo Rio Grande do
Sul, Sao Paulo, Santa Catarina, Parana, Pernambuco, Bahia e Minas Gerais
(Mello, 2008). A maior parte das uvas produzidas no Brasil € constituida por
variedades européias (Vitis vinifera) e hibridos americanos, embora diversos
hibridos desenvolvidos por programas de melhoramento no pais também
sejam cultivados com sucesso (Ledo et al., 2009). No estado de Minas
Gerais, a Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG)
possui uma série de gendtipos de videira mantidos em cole¢gdes no campo,
dentre os quais se encontram as principais variedades copa de viniferas,
americanas e de porta-enxertos utilizados comercialmente no Brasil.

A identificagdo acurada das variedades de videira € fundamental para
o manejo e utilizagdo racional do germoplasma, sendo também de
consideravel interesse para viveiristas, agricultores, empresas vinicolas e
curadores dos bancos de germoplasma, pois a qualidade e a quantidade da
producao sao determinadas pela variedade cultivada (Asensio et al., 2002).
No caso especifico do germoplasma brasileiro de videira, a falta de
conhecimento sobre a fidelidade genética existente tem constituido um
entrave a utilizagdo e conservacao de germoplasma, além de dificultar o
intercambio de informacgdes entre pesquisadores. O estudo da diversidade
genética pode facilitar a classificagdo correta dos acessos, a selegdo de
amostras representativas que capturem a diversidade genética da colegao e
a deteccao de padrbes de diferenciacao em toda a colegao.

A identificagdo de variedades de videira € tradicionalmente realizada
através da ampelografia, que se baseia na analise e comparagdo de
caracteres morfolégicos de folhas, caules, cachos e frutos (Galet, 1991;
Boursiquot e This, 1996; IPGRI UPOV OIV, 1997; Galet, 2000). Entretanto, o
numero de especialistas em ampelografia é cada vez menor e existe uma
série de restricoes em relagao a este método de identificacdo. Uma vez que

principalmente caracteristicas de folhas completamente expandidas sé&o
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levadas em consideragdo na identificagdo baseada em caracteres
morfologicos, esse meétodo sé pode ser aplicado durante o periodo
vegetativo de plantas completamente desenvolvidas. Entretanto, o material
vegetal utilizado para a propagacéao da videira é obtido na forma de estacas
lenhosas sem folhas, o que torna a identificacdo do material propagativo
quase impossivel. Além disso, o fendtipo das plantas € significativamente
influenciado pelas condigbes ambientais e pelo estado nutricional e sanitario
das mesmas. Portanto, diferengas ambientais podem causar variagcdes nas
caracteristicas morfolodgicas consideradas na ampelografia (Sefc et al., 2001,
Aradhya et al.,, 2003). Clones de uma mesma variedade podem diferir
consideravelmente em termos de fendtipo, mesmo que eles apresentem
perfis de DNA idénticos (Riaz et al., 2002).

Para superar essas limitagdes da ampelografia, diversos tipos de
marcadores moleculares foram desenvolvidos para analisar, caracterizar e
identificar variedades de videira (This et al., 2004). Recentemente os
marcadores microssatélites, também conhecidos como SSR (“Simple
Sequence Repeats” — Repeticdes de Sequéncias Simples), tém se tornado o
tipo de marcador molecular mais utilizado para a identificacdo de variedades
de videira em todo o mundo (Sefc et al., 2001; Laiadi et al., 2009; Meneghetti
et al., 2009). Suas caracteristicas positivas tém permitido seu uso também
no mapeamento gendmico, reconstru¢cdo de genealogias, filogenia e
analises de diversidade genética (Bowers e Meredith, 1996; Ortiz et al.,
2004; Leao et al., 2009).

Os objetivos desse trabalho foram a caracterizagcdo molecular (“DNA
fingerprinting”) e estudo da diversidade genética de variedades copa e de
porta-enxerto de videira cultivados no estado de Minas Gerais, utilizando
marcadores moleculares do tipo SSR. Este trabalho visa para dar suporte ao

programa de certificagdo genética de mudas de videira da EPAMIG.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material Vegetal
Foram utilizadas 27 variedades de videira da colecdo mantida a

campo no Nucleo Tecnologico EPAMIG Uva e Vinho, localizado na Fazenda
Experimental no municipio de Caldas, sul do estado de Minas Gerais. As

variedades utilizadas no trabalho estio descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Variedades de videira analisadas.

Copas
Numero Nome Origem Espécie Pedigree
1 Moscato Italia V. vinifera ?
2 Chardonnay Franca V. vinifera Pinot Noir x Gouais Blanc
3 Syrah Francga V. vinifera Dureza x Mondeuse
4 Cabernet E . Cabernet Franc x Sauvignon
; ranga V. vinifera
Sauvignon Blank
5 Merlot Frangca V. vinifera Magdeleine Noire des Charentes x
Cabernet Franc
6 Cabernet Franc Franca V. vinifera ?
7 Pinot Noir Franca V. vinifera ?
8 Sauvignon Franca V. vinifera Traminer x ?
Blanc
9 Niagara Rosada Brasil V. labrusca Mutacado da Niagara Branca
10 Niagara Branca EUA V. labrusca Concorq (V' Iabru;_ca) x Cassady
(V. vinifera x Vitis labrusca)
11 Bordd EUA Hibrido Isabella x V.labrusca
12 Violeta Brasil Hibrido BRS Rubea x IAC 1398-21
Porta-enxertos
Numero Nome Origem Espécie Pedigree
13 Gravesac Franca Hibrido 161-49 x 3309
14 Kober 5BB Austria Hibrido V. berlandieri x V. riparia
15 Rupestris du Lot Franca Vitis . V. rupestris
rupestris
16 101-14 Franca Hibrido V. riparia X V. rupestris
V. berlandieri x V. rupestris
17 R99 Franga Hibrido (Berlandieri Las Sorres x
Rupestris du Lot)
18 420 A Italia Hibrido V. berlandieri x V. riparia
19 1045 - Paulsen  ltalia Hibrido V- Perlandierix(V. rupestris x
V.Vinifera)
20 161-49 Franca Hibrido V. riparia x V. berlandieri
21 R110 EUA Hibrido V. berlandieri x V. rupestris
22 3309 Italia Hibrido V. riparia x V. rupestris)
23 1103 Paulsen Franca Hibrido V. rupestris x V. berlandieri
24 S04 Alemanha Hibrido V. berlandieri x V.riparia
25 Travia Franca Hibrido V. riparia x (V. rupestris x V.
cordifolia)
26 IAC766 Brasil Hibrido 106-6 x V. caribea
27 IAC572 Brasil Hibrido [(V. tiliaefolia x V. riparia x V.

rupestris (‘101-14 Mgt’)]
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2.2. Extrac&do de DNA
Amostras compostas por cerca de 10 folhas jovens foram coletadas

no campo, transportadas em gelo e armazenadas a —80 °C até o momento
da extragdo do DNA gendmico. A extracao de DNA foi realizada de acordo
com o método descrito por Doyle e Doyle (1990), incluindo pequenas
modificagdes. De cada amostra, cerca de 0,2 g de tecido foliar foram
macerados na presenga de nitrogénio liquido. Em seguida foram
adicionados 1 mL de tampao de extracao [Tris-HCI 100 mM, EDTA 50 mM,
CTAB 2% (p/v), PVP 0,1% (p/v), mercaptoetanol 0,2% (v/v)], os extratos
foram transferidos para tubos de polipropileno de 2 mL e incubados a 65 °C
durante 1 hora em banho-maria, com agitacdo suave a cada 10 minutos.
Foram adicionados 400 pL de cloroférmio:alcool isoamilico na proporgao de
24:1 e agitados gentilmente durante 5 minutos. Em seguida o extrato foi
centrifugado a 13.000 rpm durante 10 minutos e a fase aquosa do
sobrenadante foi transferida para novos tubos. Foram adicionados 400 pL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), agitados gentiimente durante 5 minutos
e novamente centrifugados a 13.000 rpm durante 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado e transferido para novos tubos e adicionado 1 mL
de isopropanol gelado e 100 pyL de acetado de amoénia (7,5 M). As amostras
foram incubadas a -20 °C “overnight” e em seguida centrifugadas a 13.000
rom durante 40 minutos para a formacao dos “pellets” de DNA, que foram
entdo lavados 3 vezes com etanol 70%, secos a temperatura ambiente e
logo em seguida, ressuspendidos em 100 yL de TE [Tris-HCI 10mM (pH
8,0), EDTA 1mM]. Finalmente as amostras foram tratadas com RNAse-A e
incubadas a 37 °C por 1 hora.

As amostras de DNA foram visualizadas em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etideo (0,2 ug/mL) e imerso em tampao TBE [Tris-
Borato 90 mM (pH8,0) EDTA 10 mM] para verificar a qualidade do DNA. A
quantificacdo do DNA foi realizada através da leitura das absorbancias em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 260 nm. Para verificar a
contaminagdo das amostras com proteinas foi realizada leitura das
absorbancias a 280 nm e calculada a relagao entre as absorbancias a 260 e
280 nm. Foram consideradas adequadas amostras cuja relagao variou de
1,5a2.
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2.3. Analises dos Marcadores Microssatélites
Foram utilizados sete marcadores microssatélites previamente

descritos na literatura como polimérficos para o genéro Vitis. Sao eles: VVS2
(Thomas e Scott 1993), VVMD7 (Bowers et al., 1996), VVMD27, VVMD28,
VVMD31 (Bowers et al., 1999), VrZAG62 e VrZAG79 (Sefc et al., 1999),
cujas sequéncias estdo descritas na Tabela 2. Nesse estudo foram utilizados
5 dos 6 iniciadores do “core set” de microssatélites do projeto GENRES 081
(Dettweiler et al. 2000; This et al. 2004; http://www.genres.de/vitis/), além de
outros amplamente utilizados na genotipagem da videira. O “core set” de
microssatélites € composto pelos marcadores: VVS2, VVMD5, VVMD7,
VVMD27, VrZAG62 e VrZAG79 que sao utilizados para o “screening” das
colegdes de videira da Europa.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de
30 pL, contendo 50 ng de DNA, 6 pL de tampao de reacdo 5X, MgCl,
(1,5mM), DNTPs (200 uM de cada), 0,5 uM de cada iniciador (Sigma, USA)
e 0,75 U de Taq DNA polimerase (Go Taq Flexi, Promega, USA). As reacoes
foram conduzidas em termociclador com gradiente (Multigene Gradient,
Labnet International, USA) programado para uma etapa inicial de
desnaturagao de 5 minutos a 94 °C seguido por 37 ciclos de desnaturagao a
94 °C por 50 segundos, anelamento dos iniciadores por 50 segundos
(temperatura variavel) e extensdo dos iniciadores a 72 °C por 1 minuto. Foi
realizado um passo de extensdo final a 72 °C por 5 minutos. As
amplificacbes foram realizadas utilizando-se um sistema “touchdown” em
que a temperatura de pareamento dos iniciadores sofreu um decréscimo de
1 °C por ciclo durante os 5 primeiros ciclos de amplificagao, variando de 62 a
57 °C. Do sexto ciclo em diante a temperatura de pareamento dos
iniciadores foi fixada em 57 °C. Para confirmar a qualidade final dos
produtos das reagdes de amplificacao, aliquotas de 7 uL das amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% imerso em tampao TBE
[Tris-Borato 90 mM (pH8,0) EDTA 10 mM] e corado com brometo de etideo
(0,2 pg/mL).

45



Tabela 2 - Relagao dos iniciadores SSR utilizados neste estudo, suas sequéncias,

referéncias bibliograficas e tamanho esperado dos alelos (pares de base).

Inciadores Sequéncia Referéncia Tamanho
dos alelos

VVS2 - CAGCCGTAAATGTATCCATC

Forward Thomas e 129-155

VVS2Z - AAATTCAAAATTCTAATTCAACTGG Scott (1993)

Reverse

VVMD? - AGAGTTGCGGAGAACAGGAT

Forward Bowers et al. 239.963

VVMD? - CGAACCTTCACACGCTTGAT (1996)

Reverse

VVMD27 - 1A CCAGATCTGAATACATCCGTAAGT

Forward Bowers et al. 173-194

VVMD27 - ACGGGTATAGAGCAAACGGTGT (1999)

Reverse

VVMD28 -\ ACAATTCAATGAAAAGAGAGAGAGAGA

Forward Bowers et al. 221-279

VWMD28 - 1 ATCAATTTCGTATCTCTATTTGCTG (1999)

Reverse

VVMD 31 - CAGTGTTTTTCTTAAAGTTTCAAGG

Forward Bowers et al. 196-224

VVMD 31 - CTCTGTGAAAGAGGAAGAGACGC (1999)

Reverse

VRZagé2 - 5G1GAAATGGGCACCGAACACACGC

Forward Sefc et al.

VRZag62 (1999) 185-203
agos - CCATGTCTCTCCTCAGCTTCTCAGC

Reverse

VRZag79 -

Forward AGATTGTGGAGGAGGAACAAACCG Sefc et al. 236-260

VRZag79 - (1999)

Reverse TGCCCCCATTTTCAAACTCCCTTCC

2.4. Eletroforese em Gel Desnaturante de Poliacrilamida
Uma vez confirmado o sucesso das reagdes de amplificagdo em géis

de agarose a 0,8%, o produto da reacao foi submetido a uma eletroforese
em gel desnaturante de poliacrilamida 6%, numa poténcia de 60 W por
tempo variavel de acordo com o tamanho esperado dos alelos.

ApOs a corrida, os géis foram corados com nitrato de prata de acordo
com o método descrito por Creste et al. (2001). Inicialmente o gel em
processo de coloracao passou por uma etapa de fixagao durante 10 minutos
em solugao de etanol (10%) e acido acético (1%). Em seguida foi lavado
com 2 L de agua ultra-pura (Milli-Q) e submetido a uma pré-coloragdo com
acido nitrico 1,5%. Passou entédo por nova lavagem e foi corado em solugéo

de nitrato de prata (0,2%) durante 20 minutos. A revelagao foi realizada com
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solucao de carbonato de sédio (3,5%) contendo 800 pL de formaldeido 37%
(adicionado pouco antes da revelagao) durante 20 minutos. Finalmente o gel
foi imerso em solugédo de parada composta de acido acético (1,5%) durante
5 minutos. Todas as etapas foram realizadas sobre mesa agitadora e em
capela de exaustdo. Depois de secar “overnight” a temperatura ambiente o

gel foi fotografado sobre negatoscopio.

2.5. Analises dos Dados
A partir dos perfis alélicos gerados com os sete marcadores

microssatélites para as 27 variedades de videira, foi construida uma matriz,
na qual cada alelo de cada loco foi designado numericamente de 1 até o
numero maximo de alelos no locus. Utilizando o aplicativo computacional
“Genealex 6” (Peakall e Smouse, 2006) foram estimados os seguintes
parametros: Probabilidade de Identidade (para cada locus e acumulada)
(Waits et al., 2001), numero de locus com alelo exclusivo para cada
variedade, dispersdo grafica pelo método da Analise das Coordenadas
Principais. O mesmo aplicativo computacional foi utilizado para analisar a
variabilidade genética entre e dentro dos grupos através da Analise
Molecular de Variancia (AMOVA) (Excoffier et al., 2005).

Por meio do aplicativo “Convert” (Glaubitz, 2004) foi estimada a
frequencia alélica para todos os loci individualmente. Este software foi
também utilizado para converter a matriz dos dados para o formato de outros
aplicativos — “PopGene32” (Yeh e Boyle, 1997) e “Structure 2.3.1” (Pritchard
et al., 2000).

O PopGene32 foi utilizado para calcular o numero de alelos por locus;
a heterozigosidade esperada, estimativa através da proporgao esperada de
heterozigotos sobre acasalamento ao acaso (Nei, 1973); e heterozigosidade
observada , estimada a partir da propor¢ao de heterozigotos observados em
um dado locus.

O calculo dos valores de conteudo de informagao polimorfica (PIC), a
matriz de dissimilaridade genética baseada na distédncia “C.S. Chord”
(Cavalli-Sforza e Edwards, 1967) e uma arvore filogenética obtida pelo
método de agrupamento Vizinho Mais Préximo (Saitou e Nei, 1987) foram

feitos utilizando o programa “Powermarker Version 3.25” (Liu e Muse, 2005).
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Para averiguar a estruturagao genética dos 27 gendtipos analisados
neste estudo, utilizou-se o método bayesiano através do programa “Structure
2.3.1” para definir o numero de grupos (K) mais provavel. Empregou-se o
modelo de auséncia de mistura (“non admixture model”’) e frequéncias
alélicas independentes, usando “Burn-in 5.000”, seguido de extensao de
50.000 repeti¢gdes durante a analise. Foram efetuadas 20 simulagdes por K,
com k variando de 1 a 12. O teste estatistico Ak foi realizado usando o
aplicativo “Structure Harvester” (disponivel “online” em
http://taylor0.biology.ucla.edu/struct_harvest/) baseado no critério de Evanno
et al. (2005). Este critério baseia-se na média e no desvio padrao do LnP(D)
estimado em cada uma das 20 interagdes por k. Os valores de Ak; foram
estimados através da formula:

Ak; = ABS (ki+1 - (2*ki) + ki.1)/desvio padrao de K;

Onde:

i- corresponde ao numero de grupos simulados, indodei=1atéi=12.
ABS = corresponde ao mdodulo

Esse valor de Ak é estimado para cada k, sendo selecionado o que
apresentar maior valor. Apos escolhido o Ak 6timo, escolhe-se a simulagao
de menor valor de LnP(D) dentre as 20 simulagdes feitas para a obtengéo do
mesmo. Cada cor do grafico gerado representa um possivel grupo de

individuos estruturados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise dos Marcadores Microssatélites
Os sete marcadores microssatélites utilizados nesse trabalho

permitiram a diferenciagcdo de 26 gendtipos entre as 27 variedades de videira
analisadas. Apenas as variedades ‘Niagara Rosada’ e ‘Niadgara Branca’
apresentaram o mesmo perfil alélico, resultado que era esperado devido a

origem genética similar de ambos os genotipos.

As frequéncias alélicas para cada locus estdo apresentadas na
Tabela 3. Considerando todas as 27 variedades analisadas, os alelos mais
frequentes foram o VVMD25-12 (Freq. = 0,30) e o VVMD25-11 (Freq. =
0,24). A distribuicdo das frequéncias alélicas para cada locus permitiu a
avaliagao da eficiéncia de cada um dos marcadores para a diferenciacdo das
variedades de videira estudadas. Foi possivel observar que os loci que
apresentam distribuicdes mais equitativas das frequéncias alélicas foram
mais eficientes para a identificacdo varietal, o que esta de acordo com
Tessier et al. (1999). Nesse trabalho foram analisadas 224 variedades de
videira, e os autores observaram que o poder discriminante de um marcador
nao depende somente do numero de padrdes gerados, mas principalmente
da distribuicdo das frequéncias alélicas. Portanto, mesmo que dois
marcadores gerem 0 mesmo numero de padroes, eles podem apresentar
poderes discriminantes muito diferentes. Por outro lado, dois marcadores
que gerem numeros diferentes de padrdées podem apresentar poderes

discriminantes semelhantes.
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Tabela 3 — Frequéncias alélicas para os 7 loci analisados.

VVMD7 VVMD25 VVMD27 VVMD28 WSs2 Zag62 Zag79
Alelos Frequencia Alelos Frequencia Alelos Frequencia Alelos Frequencia  Alelos Frequencia Alelos Frequencia Alelos Frequencia
VVMD7-1 00370  VVMD25-1 00400  VVMD27-1 00217  VVMD28-1 00370  VVS2-1 00227  Zag621  0.1136  Zag79-1  0.0385
VVMD7-2 00741  VVMD25-2 00200  VVMD27-2 00435  VVMD28-2 00741  VVS22 00227  Zag622 00227  Zag792  0.0192
VVMD7-3 00556  VVMD25-3 00400  VVMD27-3 00217  VVMD28-3 00556  VVS2-3 00227  Zag623  0.1136  Zag79-3  0.1731
VVMD7-4 01111 VVMD25-4 00200  VVMD27-4 00217  VVMD28-4 00370  VVS2-4 00682  Zag62-4 00909  Zag79-4  0.0769
VVMD7-5 00370  VVMD25-5  0.0400  VVMD27-5  0.0870  VVMD28-5  0.1296  VVS2-5 00227  Zag625 00909  Zag79-5  0.1923
VVMD7-6 00556  VVMD25-6  0.0800  VVMD27-6 00217  VVMD28-6  0.1667  VVS2-6 00682  Zag626 00682  Zag79-6  0.1731
VVMD7-7 00741  VVMD25-7 00200  VVMD27-7 00217  VVMD28-7  0.1481  VVS27 00455  Zag627 00682  Zag797  0.0577
VVMD7-8 00185  VVMD25-8  0.0400  VVMD27-8 00217  VVMD28-8 00556  \VVS2-8  0.0455  Zag62-8 00682  Zag79-8 02115
VVMD7-9 00741  VVMD25-9 00400  VVMD27-9 01087  VVMD28-9 00370  VVS2-9 00682  Zag629 00682  Zag799  0.0192
VVMD7-10  0.1852 VVMD25- 0.0600 VVMD27- 0.1522 VVMD28- 0.0370 VVS2- 01136 48962 0.0455 48979 (0385
10 10 10 10 10 10
wmp7-41  oorar  YWMDZ o gp400  VVMDZT- o gog7g  VVMD2Egoses  VVSZ goppr 9992 gq436 _ _
VWMD7-12  0.1111 VVMD25- 3000  VVMD27- gog70  VVMD28- 444y VWS2- goes2 23992 0207 ~ ~
12 12 12 12 12
vwMp7-13 00741 VYMD2- g g0q0  VYMDZ7- g oesp  VVMDZ28-g0570  VVSZ gq13s 2352 o455
13 13 13 13 13 - -
vMD7-14 00185 VYMD2S- 5000  VVMD27- 5435 VVMD28- g015  VVS2Z a5 23952 g 0455 _ _
14 14 14 14 14
VVMD25- VVMD27- WVS2- Zag62-
~ ~ e 0.0200 e 0.0652 ~ ~ - 0.1136 ot 0.0227 ~ ~
VVMD27- VVS2-
~ _ _ ~ i 0.0217 _ _ o 0.0227 _ _ _ _
VVMD27- VVS2-
~ ~ _ ~ 0 0.0435 _ ~ ~ 0.1136 ~ ~ ~ ~
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Alguns parametros genéticos deduzidos a partir dos resultados estao
apresentados na Tabela 4. Para os 7 loci foi obtido um total de 101 alelos. O
numero de alelos por locus variou de 10, para o locus VrZag79, a 19, para o
locus VVS2, com uma média de 14,43 alelos por locus. Estes valores sao
significativamente superiores aos encontrados em outros estudos similares a
esse. Num estudo em que foram analisadas 65 amostras correspondentes a
35 gendtipos de V. vinifera, Santana et al. (2008) observaram uma média de
8,67 alelos por locus. Bowers et al. (1999) detectaram uma média de 11
alelos por locus analisando 350 variedades francesas de videira. Ja Sefc et
al. (2000), analisando um conjunto de 164 variedades, encontraram em
meédia 9,8 alelos por locus. Nesses dois trabalhos, o numero relativamente
baixo de alelos por locus pode ser explicado pelo fato de que, em ambos os
casos, 0s conjuntos de variedades analisados, apesar de mais numerosos,
sao constituidos exclusivamente por variedades viniferas de origem européia

e pertencentes a uma mesma espécie (V. vinifera).

Portanto, pode-se concluir que o conjunto de variedades de videira
analisadas no presente trabalho, apesar de n&o ser muito numeroso,
apresenta uma diversidade genética relativamente alta, possivelmente por
incluir variedades viniferas de origem européia, variedades copa de origem
americana e, principalmente, por incluir 15 variedades de porta-enxertos que
na maioria dos casos sdo variedades hibridas originadas a partir de
cruzamentos interespecificos. Resultados semelhantes a esse estudo foram
obtidos por This et al. (2004) que, analisando 46 variedades de videira,
encontraram em meédia 17 alelos por locus. De acordo com esses autores, 0
elevado numero de alelos por locus encontrado foi devido a combinagao de
variedades de V. viniferas e porta-enxertos hibridos interespecificos que

constituiram o conjunto de variedades analisadas.
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Tabela 4 — Parametros genéticos para os sete marcadores nas 27 variedades
analisadas. Onde: PI: probabilidade de identidade; He: heterozigosidade esperada;

Ho: heterozigosidade observada; e PIC: conteudo de informacgao polimérfica.

Tamanho de N° de
Locus amostra alelos Pl He Ho PIC
VVMD7 27 14 0,017 0.9040 0.9259 0,904
VVMD25 25 15 0,045 0.8320 0.8800 0,832
VVMD27 23 17 0,013 0.9178 1,000 0,918
VVMD28 27 14 0,019 0.8992 1,000 0,899
VVS2 22 19 0,012 0.9205 1,000 0,92
VrZAG62 22 15 0,013 0.9184 1,000 0,918
VrZAG79 26 10 0,043 0.8454 0.7692 0,845
Média - 14,43 0,023143 0.8873 0.8943 0,890857
Total - 101 1,27 x 10" - - -

A heterozigosidade esperada variou de 0,832 para o locus VVMD25 a
0,9205 para o locus VVS2, com média igual a 0,8873. A heterozigosidade
observada variou de 0, 7692 para o locus VrZAG79 a 1,000 para os loci
VVMD27, VVMD28, VVS2 e VrZAG62, com média igual a 0,8943. Dos 7
marcadores analisados seis apresentaram valores de heterozigosidade
observada superiores aos valores esperados para a condigao de equilibrio
de Hardy-Weinberg. Esse excesso de individuos heterozigotos pode ter sido
causado pela selegao para qualidade e produtividade feita em geracdes
precoces e que foi preservado ao longo da multiplicagdo vegetativa que é
comumente utilizada para a propagacédo dessa espécie. Uma vez que a
videira €& bastante sensivel a depressdo por endogémia, em geral, as
melhores performances sédo obtidas com individuos heterozigotos (Lopes et
al., 1999). Apenas no caso do locus VrZAG79 a heterozigosidade observada
foi inferior a esperada, o que esta de acordo com resultados obtidos em um
trabalho com abordagem similar onde foi utilizado esse mesmo locus

microssatélite (Santana et al., 2008).

Os loci que apresentaram os maiores valores de conteudo de
informacao polimérfica (PIC) foram VVS2 (PIC = 0,92), VVMD27 (PIC =
0,918) e VrZAG62 (PIC = 0,918). Ja os que apresentaram 0s menores
valores foram o VVMD25 (PIC = 0,832) e o VrZAG79 (PIC = 0,845). O menor
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conteudo informativo observado para esses 2 loci se deve ao fato de que as
frequéncias alélicas ndo serem distribuidas de forma equitativa, sendo que
poucos alelos concentraram grande parte das frequéncias alélicas, o que
levou a um desvio da condicdo de maximo conteudo informativo de um
locus. A condicao de maximo conteudo informativo ocorre quando todos os
alelos apresentam frequéncias iguais (Sefc et al., 1999; Tessier et al., 1999).
No caso do locus VVMD25, apenas dois alelos (VVMD25-11 e VVMD25-12)
concentraram 54% das frequéncias alélicas. Ja no caso do locus VrZAG79,
quatro alelos (VrZAG79-3, VrZAG79-5, VrZAG79-6, VrZAG79-8)
concentraram 74,9% das frequéncias alélicas. Essas distribuicdes das
frequéncias alélicas observadas nesses dois loci explicam o fato deles
apresentarem os menores valores de PIC, indicando que eles geram o
menor conteudo informativo sobre o conjunto de variedades analisadas

neste trabalho.

Os graficos da Figura 1 mostram as frequéncias para os locus VVS2,
que apresentou o maior valor de PIC, e VVMD25, que apresentou o menor
valor de PIC. Como pode ser observado, no caso do locus VVMD25, apesar
do numero relativamente alto de alelos (15), houve uma distribuigdo pouco
equitativa das frequéncias alélicas. Ja para o locus VVS o numero de alelos
também foi alto (17), mas a distribuicdo das frequéncias alélicas foi mais
equitativa, o que explica sua maior eficiéncia para a diferenciagdo dos

gendtipos analisados.

Os menores valores de probabilidade de identidade (Pl) foram
observados com os loci VVS2 (0,012), VrZAG62 (0,013) e VVMD27 (0,013).
Os loci que apresentaram maiores valores de Pl foram VVMD25 (0,045) e
VrZAG79 (0,043). Estes valores estdo em perfeita concordéncia com os
valores de PIC, ou seja, os loci que apresentaram maiores valores de PIC
sd0 0s mesmos que apresentaram menores valores de Pl (VVS2, VrZAG62
e VVMD27) e os que apresentaram menores valores de PIC sdo os mesmos
que apresentaram maiores valores de Pl (VVMD25, VrZAG79). Dessa forma,
observou-se que ha uma tendéncia de concordancia entre os diferentes

parametros que medem o conteudo informativo de cada locus, o que
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demonstra que os dados obtidos foram bastante robustos no que se refere a

caracterizagdo dos gendtipos estudados

e

que

os marcadores

microssatélites utilizados foram muito eficientes em relacdo a capacidade de

distincao varietal.
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Figura 1 — Grafico mostrando a distribuicdo das frequéncias alélicas em 2 loci SSR

(A: VWVMD25 e B: VVS2).

Para verificar o numero minimo de marcadores necessarios para

diferenciar todos os gendtipos foi

construido um grafico (Figura 3)

relacionando a Pl em fungcdo do numero de loci considerados. Inicialmente

foi considerado o locus com menor valor de Pl individual (VVS2). Em
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seguida foi calculada a Pl acumulada da combinacdo dos 2 loci com
menores valores de Pl individuais (VVS2 e VVMD25), e assim por diante.
Assim, foram calculados valores de Pl para as 7 combinagdes de 1, 2, 3, 4,
5, 6 e 7 loci que foram mais eficientes para a distingdo entre os gendtipos

analisados.

Como pode ser verificado no grafico da Figura 2, considerando-se
apenas a combinacao dos dois loci com menores valores de Pl individuais
(VWS2 e VrZAG62), a probabilidade de identidade atingiu um valor
relativamente baixo (Pl = 1,56 x 10™). Considerando a combinagéo dos sete
loci utilizados, a Pl acumulado foi igual a 1,27 x 10™"?, demonstrando uma
grande eficiéncia dos loci utilizados para a diferenciacdo das variedades

analisadas.

0,014 -
0,012 - 0,012
0,01 -
0,008 -
0,006 -
0,004 -

0,002 -

Probabilidade de Identidade

L56x10% 2,03x10° 3,45x10% 6,55x10°0 282 x 10 { 57, 1912
. o .

0 L g \

< o
<& X
Q)x R (’)( 0" ,8’*

Combinag¢des de Primers

Figura 2 — Grafico mostrando a variagdo da Pl em fungdo do numero de loci
considerados. (A=VVS2; B=VrZAG62; C=VVMD27; D=VVMD7; E= VVMD28;
F=VrZAG79; G=VVMD25).

Considerando-se todos os sete marcadores, foram identificados nove
alelos exclusivos das variedades viniferas, 6 exclusivos das variedades copa
americanas e 39 exclusivos dos porta-enxertos. Como os trés grupos
apresentam numeros de individuos bastante distintos (oito viniferas, quatro
americanas e 15 porta-enxertos), o numero absoluto de alelos exclusivos

nao permite a comparagao da abundancia de alelos exclusivos em cada
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grupo. Para possibilitar esta comparacéao, foram calculadas as relagdes entre
0 numero de alelos exclusivos de cada grupo e o numero de individuos que
compdem o grupo (R = Ae/N). Para as 8 variedades viniferas o R € 1,125,
para as 4 variedades americanas o R é 1,5 e para os 15 porta-enxertos o R
€ 2,714. O valor de R para os porta-enxertos foi bem maior que os demais,
indicando que a grande quantidade de alelos exclusivos dos porta-enxertos
nao € devida somente ao maior numero de individuos que compdéem o
grupo, mas também se deve a grande diversidade genética entre as
variedades que compdem o grupo. Esses resultados estdo de acordo com o
esperado, uma vez que o grupo dos porta-enxertos € composto por
variedades hibridas originadas a partir de cruzamento entre espécies na

maioria das vezes distintas geneticamente.

Como pode ser observado na Tabela 5, exceto para a variedade
‘Pinot Noir’, cada um dos gendtipos identificados apresentou alelo exclusivo
em pelo menos 1 locus. As variedades ‘R110’ e ‘IAC 572’ foram as que
apresentaram o maior numero de loci com alelos exclusivos (6 loci)
enquanto as variedades ‘Chardonnay’ e ‘Cabernet Franc’ foram as que

apresentaram o menor numero (1 locus).

Tabela 5 — Numero de locus que apresentaram alelos exclusivos para cada

variedade.
N° de loci que
Variedade apresentaram alelos Loci que apresentaram alelos
exclusivos exclusivos

Pinot Noir 0 -
Cabernet Franc 1 VVS2
Chardonnay 1 VVMD28
3309 2 VVMD27, VVS2
Bordd 2 VVMD7, VVMD27
Merlot 2 VVS2, VrZAG62
Rupestris du Lot 2 VVMD27, VrZAG62
Syrah 2 VVMD28, VrZAG62
Gravesac 3 VVMD7, VVMD27, VVS2
Moscato 3 VVMD25, VVMD27, VrZAG62
Niagara Branca 3 VVMD7, VVMD27, VrZAG79
Niagara Rosada 3 VVMD7, VVMD27, VrZAG79
1103 Paulsen 3 VVMD7, VVMD25, VVMD28
S04 3 VVMD7, VVMD28, VrZAG62
Traviu 3 VVMD7, VVMD25, VVMD27
Cabernet Sauvignon 4 VVMD25, VVMD27, VVS2, VrZAG62
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IAC766 4 VVMD7, VVMD25, VVMD28, VVS2
R99 4 VVMD25, VVMD27, VVS2, VrZAG62
Sauvignon Blanc 4 VVMD25, VVMD27, VVS2, VrZAG62

VVMD7, VVMD27, VVMD28, VVS2,
101-14 5 VrZAG62

VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVS2,
1045 Paulsen 5 VrZAG 62

VVMD7, VVMD25, VVMD27,

161-49 5 VVMD28, VVS2

VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVS2,
420 A 5 VrZAG 62

VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVS2,
Kober 5BB 5 VrZAG62

VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVS2,
Violeta 5 VrZAG62

VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVS2,
IAC572 6 VrZAG62, VrZAG79

VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVS2,
R110 6 VrZAG62, ViIZAG79

3.2. Analise da Diversidade Genética
A matriz de dissimilaridade genética baseada no indice C.S.Chord

evidenciou a existéncia de um alto nivel de variabilidade genética entre as
variedades. A dissimilaridade genética variou de 0 a 0,9003, com media
igual a 0,79. O menor grau de dissimilaridade genética foi observado entre
as variedades ‘Niagara Rosada’ e ‘Niagara Branca’ (0) que mostraram perfis
alélicos idénticos para todos os loci analisados, 0 que era esperado, uma
vez que a ‘Niagara Rosada’ foi originada a partir de uma mutagao
esponténea da ‘Niagara Branca’. No Brasil, a variedade ‘Niagara Branca’ foi
introduzida no ano de 1894, disseminando-se a partir da regidao de Jundiai,
Sao Paulo. Em 1933 surgiu, por mutacdo somatica em uma planta de
‘Niagara Branca’ no campo, a ‘Niagara Rosada’ que, em menos de dez
anos, promoveu radical transformacdo na produgao viticola paulista
(SOUSA, 1969). Dessa forma, pode-se inferir que o nivel de dissimilaridade
genética entre essas duas variedades € tao baixo que seria necessaria uma
cobertura muito mais ampla do genoma, utilizando um grande numero de
marcadores para a identificacdo de polimorfismo ao nivel de DNA entre
esses dois genodtipos. Outra opgdo seria o uso de marcadores com
distribuicdo mais ampla no genoma do que os microssatélites, tal como o
polimorfismo de base unica (SNP — “Single Nucleotide Polymorphism”)
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utilizando os dados disponiveis do sequenciamento gendmico e de ESTs da
videira ou marcadores com maior poder multiplex, tal como o polimorfismo

do comprimento do fragmento amplificado (AFLP).

A analise de agrupamento pelo método do vizinho mais proximo com

base na matriz de dissimilaridade evidenciou a formagao de quatro grupos
(Figura 3).

Travid

Bordd

Violeta

Niagara Rosada
Niagara Branca
S04

420 A

101-14

1045 - Paulsen
R99

Pinot Noir
3309

Gravesac

IAC 572

Rupestris Du Lot

161-49

1103 - Paulsen

R110

IAC766

Kober 5BB

Cabernet Franc
Sauvignon Blanc
Cabernet Sauvignon
Syrah

Chardonnay

Merlot

Moscato
0.1

Figura 3 — Dendograma obtido pelo método do vizinho mais proximo ilustrando as
relacdes filogenéticas entre 27 variedades de videira e dividido em quatro grupos de
similaridade genética. Os nomes das variedades viniferas estdo descritos em azul,

das copas americanas em vermelho e dos porta-enxertos em preto.
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O grupo 1 (sombreado em verde), formado por sete variedades,
apresentou-se dividido em dois subgrupos. O primeiro subgrupo ficou
constituido pelas quatro variedades copa americanas (‘Niagara Rosada’,
‘Nidgara Branca’, ‘Bordd’ e ‘Violeta’) e pelo porta-enxerto ‘Travid’. As
variedades ‘Niagara Rosada’, ‘Niagara Branca’ sdo variedades americanas
da espécie Vitis labrusca. Ja as variedades ‘Bord®’ e Violeta sdo variedades
hibridas, sendo que ambas possuem variedades da espécie V. labrusca
como genitoras. O porta-enxerto ‘Travil’, que foi o que mostrou menor
similaridade com os outros membros deste subgrupo, € um hibrido originado
a partir de cruzamentos envolvendo 3 espécies (V. riparia, V. rupestris e V.
cordifolia). O outro subgrupo ficou constituido por dois porta-enxertos, ‘SO4’
e ‘420 A’, que sao variedades hibridas, ambas originadas a partir do

cruzamento entre V. berlandieri e V. riparia.

O grupo 2 (sombreado em rosa) ficou formado por sete variedades de
porta-enxertos mais a vinifera ‘Pinot Noir', que provavelmente nao foi
agrupada corretamente porque, no caso dessa variedade, nao foram obtidos
produtos de amplificacdo para 4 dos 7 loci testados, sendo possivel obter os
dados de somente para trés loci. Dentro desse grupo ocorreu a formagao de
dois subgrupos. Um dos subgrupos € composto pelos porta-enxertos “101-
14°, ‘1045 Paulsen’, ‘R99’, ‘3309’ e pela vinifera ‘Pinot Noir’.

As variedades ‘3309’ e “101-14’ sao hibridos originados a partir do
cruzamento entre V. riparia x V. rupestris. Ja a ‘R99’ € um hibrido simples
originado do cruzamento entre V. berlandieri e V. rupestris, e ‘1045 Paulsen’
€ um hibrido obtido pelo cruzamento envolvendo trés espécies (V.
berlandieri, V. rupestris e V. vinifera). Como pode ser observado, essas
quatro variedades possuem em comum V. rupestris como um dos genitores,
sendo que duas delas (‘3309’ e “101-14)’ também possuem como genitor V.
riparia e outras duas (‘R99’ e ‘1045 Paulsen’) possuem como genitor V.
berlandieri, o que explica a similaridade genética entre elas. O segundo
subgrupo é constituido pelos porta-enxertos ‘Gravesac’, ‘IAC 572’ e
‘Rupestris Du Lot’. A similaridade genética entre esses trés porta-enxertos

pode ser explicada pelo fato da variedade ‘Rupestris Du Lot’ pertencer a
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espécie V. rupestris, e ‘Gravesac’ e ‘IAC 572’ serem hibridos compostos,
formados a partir de cruzamentos complexos envolvendo V. rupestris como

um dos genitores.

O grupo 3 (caixa em amarelo) é formado por cinco variedades de
porta-enxertos (‘“161-49’, ‘1103 Paulsen’, ‘R110’, ‘IAC 766’ e ‘Kober 5 BB’).
As variedades ‘161-49’, 1103 Paulsen’, ‘R110’ e ‘Kober 5BB’ sdo hibridos
simples e todos possuem V. berlandieri como um dos genitores. O ‘161-49’ e
‘Kober 5BB’ foram originados do cruzamento entre V. riparia e V. berlandieri,
enquanto ‘1103 Paulsen’ e ‘R110’ foram originados do cruzamento entre V.
rupestris e V. berlandieri. Ja o porta-enxerto brasileiro ‘IAC 766’ € um hibrido
complexo que apesar de nao possuir V. berlandieri como genitor, foi
originado através de cruzamentos complexos envolvendo V. riparia e V.
rupestris, o que explica sua similaridade com as demais variedades que

constituem esse grupo.

O grupo 4 (sombreado em azul) é constituido por sete das oito
variedades viniferas analisadas neste trabalho (‘Cabernet Franc’, ‘Sauvignon
Blanc’, ‘Cabernet Sauvignon’, ‘Syrah’, ‘Chardonnay’, ‘Merlot’ e ‘Moscato’).
Dentro desse grupo, a variedade ‘Cabernet Franc’ foi a que mais divergiu em
relacdo as demais, enquanto que a maior similaridade foi observada entre as

variedades ‘Merlot’ e ‘Moscato’.

Os resultados obtidos através da analise de agrupamento pelo
meétodo do vizinho mais proximo com base no indice de dissimilaridade
genética CSchord, permitiram o agrupamento correto da maioria das
variedades de acordo com a espécie, no caso das viniferas e das Niagaras
Branca e Rosada, e de acordo com a similaridade entre os genitores, no
caso das variedades copas americanas ‘Violeta’ e ‘Bordé’ e no caso das

variedades de porta-enxertos, que sao hibridos interespecificos.

Para analisar a estruturagdo genética das variedades foi realizada
uma analise de dispersao grafica PCA (“Principal Coordenate Analisys”),

apresentada na Figura 4. A coordenada 1 (eixo horizontal) apresentou uma
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explicagdo de 26,26% enquanto a coordenada 2 (eixo vertical) apresentou
20,44%.

Principal Coordenada
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Figura 4 — Analise das coordenadas principais das 27 variedades de videira. A
populagao 1 é formada por 8 viniferas (numeros 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8), a populagao 2
por 4 variedades de copas americanas (numeros 9, 10, 11, 12) e a populagao 3 por
15 porta-enxertos (nuneros 13 a 27). Onde: (1) ‘Moscato’, (2) ‘Chardonnay’, (3)
‘Syrah’, (4) ‘Cabernet Sauvignon’, (5) ‘Merlot’, (6) ‘Cabernet Franc’, (7) ‘Pinot Noir’,
(8) ‘Sauvignon Blanc’, (9) ‘Niagara Rosada’, (10) ‘Niagara Branca’, (11) ‘Bordd’, (12)
‘Violeta’, (13) ‘Gravesac’, (14) ‘Kober 5BB’, (15) ‘Rupestris du Lot’, (16) ‘“101-14’,
(17) ‘R99’, (18) ‘420 A’, (19) ‘1045 Paulsen’, (20) ‘“161-49’, (21) ‘R110’, (22) ‘3309’,
(23) “1103 Paulsen’, (24) ‘SO4’, (25) ‘Travil’, (26) ‘IAC766’, (27) IAC572'.

O grupo formado pelas quatro variedades copa de origem americana
(populacéo 2) foi o que apresentou o maior nivel de estruturacéo. ‘Niagara
Rosada’ e ‘Niagara Branca’ ficaram sobrepostas no grafico, uma vez que
apresentaram perfis de bandas idénticos para os sete loci analisados.
Também foi possivel notar que as variedades ‘Bordd’ e ‘Violeta’ (numeros 11
e 12) sao mais similares entre si do que em relagao as Niagaras (numeros 9
e 10).
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Em relacdo a populacdo 1 (viniferas), considerando apenas a
coordenada 1, das 8 variedades viniferas, 4 ficaram posicionadas a direita
(numeros 1, 2, 3 e 4) e 4 ficaram posicionadas a esquerda (numeros 5, 6, 7
e 8) do eixo vertical. No entanto, como pode ser verificado no grafico, as
variedades posicionadas a esquerda do eixo vertical estdo muito proximas a
ele, o que evidencia que apesar da analise de dispersao grafica ter
posicionado as variedade viniferas em lados opostos do eixo, ndo houve um
grande distanciamento entre elas, indicando certa tendéncia, de acordo com
a similaridade genética das mesmas, de se manterem agrupadas.
Considerando apenas a coordenada 2, 5 variedades ficaram acima
(numeros 1, 2, 3, 4 e 5) e trés ficaram posicionadas abaixo (numeros 6, 7 e
8) do eixo horizontal. Assim como no caso da coordenada 1, as trés
variedades posicionadas abaixo do eixo horizontal estdo situadas préoximas a
ele, evidenciando novamente a tendéncia das variedades se manterem

agrupadas apesar de posicionadas em lados opostos da coordenada 2.

Em relagdo aos porta-enxertos (populagéo 3), considerando apenas a
coordenada 1, 12 das 15 variedades ficaram posicionados a esquerda do
eixo vertical (numeros 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 26 e 27) e, das
trés restantes, duas estdo posicionadas adjacentes ao eixo vertical
(numeros 13 e 25) e uma esta situada sobre ele (humero 24). Considerando
apenas a coordenada 2, 11 variedades ficaram posicionadas abaixo
(numeros 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26, e 27) e quatro variedades
ficaram posicionadas acima do eixo horizontal (13, 14, 15 e 21). Portanto, na
maioria dos casos, as variedades pertencentes a um mesmo grupo, mesmos
que posicionadas em lados diferentes de um dos eixos, ndo se distanciam
muito dos mesmos, o que indica certa tendéncia dos gendtipos pertencentes
a um mesmo grupo se manterem agrupados. Portanto, apesar de nao ter
ocorrido uma clara estruturagdo em relagdo aos grupos das viniferas e dos
porta-enxertos, foi possivel notar uma tendéncia de agrupamento das

variedades pertencentes ao mesmo grupo.
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O aplicativo computacional Structure foi também utilizado para
analisar a estruturagdo genética das variedades estudadas. De acordo com
o critério de Evano (2005), o AK 6timo foi obtido quando K=4, indicando que
a estruturagcdo maxima foi observada quando a amostra foi dividida em 4
grupos. Como pode ser constatado na Figura 6, foi observado alto grau de
estruturagcdo apenas em relagdo ao grupo formado pelas variedades de
copas americanas (Azul). Em relagdo aos outros dois grupos (viniferas e
porta-enxertos), ndo ocorreu uma clara estruturagdo, o que pode ser
explicado pelos altos niveis de diversidade genética observada dentro
desses grupos, o que pdde ser comprovado pelos resultados da analise

molecular de variancia molecular (AMOVA).
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Figura 5 — Analise da estruturacao genética de 27 variedades de videira. (No eixo x,
os numeros fora dos parénteses representam as 27 variedades de videira
analisadas, de acordo com a ordem da Tabela 1. Os numeros entre parénteses
representam os 3 grupos de variedades, sendo que (1) corresponde ao grupo das
viniferas, (2) ao grupo das copas americanas e (3) ao grupo dos porta-enxertos. O

eixo y é uma escala de referéncia arbitraria.

Para analisar a distribuicdo da variabilidade entre e dentro dos grupos
foi realizada a analise molecular de variancia (AMOVA), cujo resultado esta
apresentado na Tabela 6. Como pode ser verificado 6, 85% da variagao total
foi observada dentro dos grupos e apenas 15% da variagdo total foi
observada entre os grupos. Isso mostra que os grupos sao constituidos por
variedades que possuem niveis relativamente elevados de dissimilaridade. A
elevada dissimilaridade meédia entre os porta-enxertos contribuiu
consideravelmente para o alto valor da variancia genética dentro dos grupos

(85%) pois, além de ser o grupo geneticamente mais diverso, € também o

63



mais numeroso, sendo composto por 15 das 27 variedades analisadas neste

trabalho.

Tabela 6 — AMOVA de 27 variedades de videira (8 viniferas, 4 copas americanas e

15 porta-enxertos).

Fonte de Variancia Porcentagem de
variacao G SQ Qb Estimada Variancia Molecular
Entre Grupos 2 28,053 14,026 1,045 15 %

Dentro dos

Grupos 24 139,725 5,822 5,822 85 %

Total 26 167,778 6, 867 100 %
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4. CONCLUSOES

Os dados obtidos permitiram as seguintes conclusdes:

1)

Os marcadores microssatélites utilizados nesse trabalho sdo apropriados
para realizar a caracterizagdo da identidade genética de plantas matrizes

e de mudas de videira;

O conjunto das 27 variedades de videira do germoplasma da EPAMIG
apresentou uma variabilidade genética relativamente alta por incluir tanto
variedades copa viniferas da espécie Vitis vinifera como copas

americanas Vitis labrusca e porta-enxertos hibridos interepecificos.

A analise de agrupamento pelo método do vizinho mais préoximo agrupou
corretamente a maioria das variedades de acordo com a espécie, no
caso das variedades viniferas (V. vinifera) e das copas americanas
‘Niagara Rosada’ e ‘Niagara Branca’ (V. labrusca). No caso das
variedades copas americanas ‘Bordd’ e ‘Violeta’ e das variedades de
porta-enxertos, 0 agrupamento ocorreu de acordo com a similaridade

genética entre as espécies genitoras das mesmas.

O grupo constituido pelas variedades copas americanas foi o que
apresentou o maior grau de estruturagdo genética. Os outros dois grupos
(viniferas e porta-enxertos) nédo se apresentaram claramente

estruturados.

A maior parte da variancia molecular total foi observada dentro dos

grupos.
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CAPITULO Il

Identificac&o e Avaliacao da Incidéncia de Viroses em
Variedades de Videira
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RESUMO

A inexisténcia de um sistema oficial de controle e certificagdo da
qualidade fitossanitaria de mudas enxertadas de videira tem favorecido a
transmissdao de diversas viroses, através de materiais vegetativos
contaminados. Assim, o0s objetivos deste trabalho foram: a) identificar e
mapear a ocorréncia de viroses na colegao de plantas matrizes de videira da
Fazenda Experimental de Caldas no Nucleo Tecnologico EPAMIG Uva e
Vinho, que sao utilizadas para produ¢cao de mudas enxertadas; e b) analisar
a evolugao da carga viral ao longo do ciclo produtivo das plantas, utilizando
o meétodo sorologico DAS-ELISA. Para tanto, foram analisadas plantas
matrizes de seis variedades copa, (‘Syrah’, ‘Chardonnay’, ‘Cabernet
Sauvignon’, ‘Merlot’, ‘Bordd’ e ‘Niagara Rosada’), quatro variedades de
porta-enxertos (‘Travit’, ‘1103 Paulsen’, 'AC 572" e ‘IAC 766’) e nove
combinagdes de mudas enxertadas produzidas a partir das plantas matrizes.
Foram também analisados 12 clones da variedade ‘Bordd’ pertencentes a
um programa de seleg¢ao clonal desenvolvido na EPAMIG. As plantas foram
testadas para os seguintes virus: GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6,
GVA, GFkV e GFLV. Os clones ‘Bordd’ apresentaram uma alta taxa de
infeccdo pelo GLRaV-2, que foi detectado em 91,66% das amostras
avaliadas. O GLRaV-1 foi detectado nos clones ‘Bordé’ 3 e 17 e o GLRaV-3
nos clones ‘Bordd’ 3 e 7. Analisando plantas matrizes e as mudas
produzidas a partir delas, apenas o GLRaV-3 foi detectado, estando
presente nas matrizes de ‘Nidgara Rosada’, nos porta-enxertos ‘IAC 572’ e
IAC 766’, e nas combinagbes de mudas ‘Niagara Rosada/lAC 766’ e
‘Niagara Rosada/lAC 572’. A analise da variagdo da carga viral ao longo do
ciclo vegetativo evidenciou um aumento da concentragao de particulas virais
ao longo do ciclo vegetativo da videira para os trés virus analisados (GLRaV-
1, GLRaV-2 e GLRaV-3). Os virus GLRaV-6, GVA, GFkV e GFLV nao foram

detectados.

Palavras-chave: Vitis spp., virus, indexacao soroldgica, DAS-ELISA
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ABSTRACT

Identification and Evaluation of Viroses in Varieties of Grapevine

The lack of an official control system for phytosanitary certification of
grafted grapevines in Brazil has favored the transmission of several viruses
due to use of infected plant materials. Thus, the aim of this work was the
identification and mapping of viruses occurrining in the grapevine collection
of Experimental Farm of Caldas - EPAMIG Grape and Wine, used for
commercial production of grafted grapevines. The viral titer progress was
also evaluated during the phenological cycle of infected plants previouly
identified, using the serological method DAS-ELISA. Stock plants of six
varieties ('Syrah', 'Chardonnay', 'Cabernet Sauvignon', 'Merlot', 'Bordo' and
'‘Niagara Rosada'), four rootstock varieties ("Traviu', 1103 Paulsen, 'I'AC 572'
and 'lAC 766') and nine combinations of grafted plantlets were evaluated.
Twelve 'Bordo' clones obtained from the clonal selection breeding program of
EPAMIG were also evaluated. The plants were tested for the following
viruses: GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6, GVA, GFkV and GFLV.
‘Bordo’ clones showed a very high rate of GLRaV-2 infection detected in
91.66% of samples analysed. The GLRaV-1 was also detected in ‘Bordo’
clones 3 and 17 while the GLRaV-3 was detected in ‘Bordo’ clones 3 and 7.
Analyzing stock plants and grafted plantlets produced from them for a set of
7 seven virus, only GLRaV-3 was detected. The GLRaV-3 was detected in
‘Niagara Rosada’ stock plants and in two rootstocks (‘IAC 572’ and ‘IAC 766’)
as well as in the grafeted plants using these materials. The variation in viral
titer along the phenological cycle showed an increase in the concentration of
viral particles of the three viruses (GLRaV-1, GLRaV-2, and GLRaV-3)
previouly detected in analyzed plants. The virus GLRaV-6, GVA, GFkV and
GFLV were not detected.

Key words: Vitis spp., virus, serological indexing, DAS-ELISA.
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1. INTRODUCAO

As viroses constituem um dos principais problemas que afetam a
viticultura mundial. Em geral estas doengas se caracterizam por induzir a
lenta e gradual degenerescéncia da planta, causando constantes redugdes
na produgao de uvas, podendo levar a perdas totais em variedades
sensiveis (Amorim e Kuniyuki, 1997; Moreira et al., 2004). Por nao
produzirem sintomas perceptiveis em muitas variedades de videira, essas
doencas podem ser transmitidas indefinidamente, levando a altas taxas de
infeccao dos materiais vegetais utilizados (Fajardo et al., 2003; Martelli e
Boudon-Padieu, 2006).

Uma questdo essencial para a producdo de mudas de videira com
qualidade é a necessidade de se utilizar plantas comprovadamente livres de
viroses. A inexisténcia de um sistema oficial de controle e certificagdo da
qualidade de mudas tem favorecido a transmissdo de diversas doencas,
principalmente viroses, através de materiais vegetativos contaminados
(Kuhn, 1989; Silva et al., 2002). Sendo assim, a utilizacdo de técnicas
apropriadas para diagndstico de viroses em videira € de extrema importancia
para garantir a seguranga fitossanitaria de materiais propagativos.

No Brasil, foram relatados 10 virus da videira: GLRaV-1, GLRaV-2,
GLRaV-3, GLRaV-5, GLRaV-6, GVA, GVB, RSPaV, GFkV e GFLV. Nas
principais regides viticolas do Brasil, onde os vinhedos foram formados
utilizando-se  materiais propagativos introduzidos a muitos anos,
principalmente do continente europeu, a ocorréncia de viroses é comum. Na
época em que estes materiais foram introduzidos no pais, pouca ou
nenhuma selecao sanitaria era realizada, o que facilitava a distribuicdo de
material infectado entre regides e paises, especialmente os porta-enxertos,
nos quais a infecgéo viral geralmente é latente (Fajardo et al., 2003).

Os métodos mais utilizados para a identificacdo de viroses em videira
sdo os testes bioldgicos, soroldgicos e os moleculares (Osman et al., 2008;
Engel et al.,, 2010). No teste biologico, as plantas a serem avaliadas séo

enxertadas em plantas indicadoras, e observa-se a manifestacdo dos
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sintomas caracteristicos da virose na planta indicadora. Apesar de ser
bastante sensivel para a deteccdo das doencas, o teste bioldégico n&o
permite a identificacdo precisa e especifica do virus causador dos sintomas,
principalmente quando a planta a ser analisada esta infectada com mais de
um virus denominado de complexo viral (Osman et al., 2008). Além disso, a
reacdo das plantas indicadoras pode variar de acordo com as condicdes
ambientais e a manifestagado dos sintomas pode levar até mais de dois anos
para ocorrer, o que torna o teste demorado e oneroso (Kuhn e Fajardo,
2004). Além disso, para evitar possiveis contaminagbes, € necessario
manter o material enxertado em ambiente protegido.

O método soroldgico mais utilizado para identificagdo de viroses em
videira € conhecido como ELISA (Clark e Adams, 1977), especialmente o
tipo direto de duplo sanduiche (DAS-ELISA). A presenga do antigeno, no
caso uma proteina viral, presente na seiva infectada, & detectada
indiretamente através de uma reagao colorimétrica que ocorre devido a agao
de uma enzima, em geral uma fosfatase alcalina ou uma peroxidase
conjugada a um anticorpo, na presenga de um substrato apropriado (Boscia
et al., 1997).

Outra forma de detecgdo de viroses que tem sido empregada de
forma crescente e de maneira auxiliar aos testes bioldgicos e soroldgicos é o
RT-PCR (Osman et al.,, 2008; Engel et al., 2010). Nessa técnica de base
molecular, o RNA do virus que infecta a planta é detectado utilizando
iniciadores especificos desenhados com complementaridade apenas para o
genoma viral, sendo esse amplificado por PCR e visualizado em gel de
agarose. Apesar da alta sensibilidade, a RT-PCR apresenta alguns fatores
limitantes que dificultam a sua utilizacdo em testes de rotina para um grande
numero de amostras. A necessidade de transcricdo do RNA viral em cDNA e
sua posterior amplificagdo por PCR exige que o RNA extraido da planta a
ser analisada esteja livre de polissacarideos e compostos fendlicos, que
estdo presentes em grandes quantidades em tecidos foliares da videira, uma
vez que tais compostos podem inibir a agdo tanto da transcriptase reversa

quanto da Taq polimerase (Marinho, 2001). Outro fator que limita a utilizagdo
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da RT-PCR em larga escala é o alto custo, devido aos pregos elevados dos
equipamentos e reagentes necessarios para a realizagao da técnica.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi identificar e mapear a
ocorréncia de viroses na colecdo de plantas matrizes de videira utilizadas
para producao de mudas enxertadas localizado na Fazenda Experimental de
Caldas do Nucleo Tecnologico EPAMIG Uva e Vinho, e analisar a evolugéo
da carga viral de plantas infectadas ao longo do ciclo produtivo da videira.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material Vegetal
Neste trabalho foram analisadas plantas matrizes de seis variedades

copa, sendo quatro viniferas de origem européia (‘Syrah’, ‘Chardonnay’,
‘Cabernet Sauvignon’ e ‘Merlot’), duas variedades americanas (‘Bordd’ e
‘Nidgara Rosada’), quatro variedades de porta-enxertos (‘Travid’, “1103
Paulsen’, ‘IAC 572’ e ‘IAC 766’) e oito combinacbes de mudas enxertadas
produzidas a partir das plantas matrizes descritas acima. Foram também
analisados 12 clones da variedade ‘Bordd’ pertencentes a um programa de
selecdo clonal desenvolvido na EPAMIG (Tabela 1). Todas as plantas
utilizadas no trabalho pertencem a cole¢do de germoplasma de videira da
Fazenda Experimental de Caldas no Nucleo Tecnologico EPAMIG Uva e
Vinho e foram testadas para os seguintes virus: GLRaV-1, GLRaV-2,
GLRaV-3, GLRaV-6, GVA, GFkV e GFLV.

Tabela 1 - Plantas matrizes, clones e mudas de videira testadas para a presenca de

7 virus.

Variedade Grupo Tipo
‘Nidgara Rosada’ Americana Matriz
‘Bordd’ Vinifera Matriz
‘Syrah’ Vinifera Matriz
‘Merlot’ Vinifera Matriz
‘Cabernet Sauvignon’ Vinifera Matriz
‘Chardonnay’ Vinifera Matriz
‘Travid’ Porta-enxerto Matriz
1103 Paulsen’ Porta-enxerto Matriz
‘IAC 766’ Porta-enxerto Matriz
‘IAC572 Porta-enxerto Matriz
Niagara Rosada/IAC 766 Americana/ Porta-enxerto Mudas
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Niagara Rosada/IAC 572 Americana/ Porta-enxerto

Mudas

Bordd/1AC 766 Americana/ Porta-enxerto
Bord®/1103 Paulsen Americana/ Porta-enxerto

Chardonnay/1103 Paulsen Vinifera/ Porta-enxerto

Syrah/1103 Paulsen Vinifera/ Porta-enxerto
Merlot/1103 Paulsen Vinifera/ Porta-enxerto
Merlot/IAC 766 Vinifera/ Porta-enxerto

Clone Bordo 3

Clone Bordo 6

Clone Bordo 7

Clone Bordo 8

Clone Bordo6 10

Clone Bord6 12

Clone Bord6 13

Clone Bordo6 15

Clone Bordo6 16

Clone Bordo 17

Clone Bordo 18

Clone Bordo 19

Selecao Clonal
Selecao Clonal
Selecao Clonal
Selecdo Clonal
Selecao Clonal
Selecao Clonal
Selecao Clonal
Selecao Clonal
Selecao Clonal
Selecdo Clonal
Selecdo Clonal

Selecdo Clonal

Mudas

Mudas

Mudas

Mudas

Mudas

Mudas

Acesso

Acesso

Acesso

Acesso

Acesso

Acesso

Acesso

Acesso

Acesso

Acesso

Acesso

Acesso

Para andlise das matrizes, clones e mudas da EPAMIG foram
coletadas seis amostras compostas de cada variedade, e cada uma delas foi
considerada como uma repeticdo. Trés amostras eram constituidas por
folnas jovens e trés amostras constituidas por folhas completamente
expandidas, seguindo as recomendagdes do fabricante dos kits de detecgao
sorologica (Bioreba, Suica) para a deteccdo otima dos diferentes virus
testados. Cada amostra composta foi constituida por 10 folhas coletadas

aleatoriamente de plantas individuais na populacdo de plantas ou mudas no
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campo. Ja para analisar os 12 clones Bordd foi amostrada uma unica planta

de cada clone de um conjunto de seis plantas/clone mantidas no campo.

2.2. Preparacao das amostras
Para a analise dos virus GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6 e

GVA foram utilizadas folhas completamente expandidas coletadas na base
dos ramos e para a analise dos virus GFkV e GFLV foram utilizadas folhas
jovens coletadas no apice dos ramos, conforme indicagdo do fabricante dos
kits de diagnose (Bioreba, Suica). Para a preparacédo dos extratos protéicos
foram utilizados tecidos de peciolos e nervuras. Foram maceradas 0,2 g de
tecido na presencga nitrogénio liquido e em seguida, adicionado 1 mL de
tampao de extracao [Tris-HCI 200 mM (pH 8,2); NaCl 137 mM; PVP 2%,
PEG 1%; Tween-20, 0,05% e NaN; 0,02 %]. A mistura, apos ser
homogeneizada, foi transferida para tubos de polipropileno de 2 mL e
submetida a centrifugagéo a 13.000 rpm durante 1 minuto para purificagdo
do extrato com a remocgao dos fragmentos de tecido. A fase sobrenadante foi
transferida para novos tubos devidamente identificados e o material foi

armazenado a -20 °C até o momento da analise.

2.3. Anélises de DAS-ELISA
Todas as analises de DAS-ELISA foram realizadas utilizando kits

comerciais, elaborados especificamente para cada um dos virus testados
(Bioreba, Suiga). Cada pogo com volume individual de 300 uL das placas de
poliestireno de 96 pogos foi revestido com 200 puL de tampéo de cobertura
[Carbonato-Bicarbonato 50 mM (pH 9,6); NaN3 0,02%] contendo anticorpo
de captura na diluicdo de 1:1000 (v/v) e as placas foram incubadas a 30 °C
durante 4 horas. Em seguida as placas foram lavadas 3 vezes com tampao
de lavagem [tampéao fosfato 10 mM (pH 7,4); NaCl 140 mM; KCI 3 mM; e
Tween-20 0,05%] e secas com auxilio de papel toalha. Logo em seguida
foram aplicadas 200 uL do extrato protéico em cada pocgo e as placas foram
incubadas a 4 °C “overnight”. Posteriormente, foram lavadas novamente trés
vezes com 0 mesmo tampao descrito anteriormente e colocadas em repouso
para secar. Em cada poc¢o foram adicionados 200 uL do tampao do
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conjugado [Tris-HCI 20 mM (pH 7,4); NaCl 137 mM; KCI 3 mM; MgCl, 1mM,;
PVP 2%; Tween-20 0,02%] contendo o conjugado na diluicdo de 1:1.000
(v/v) e as placas foram incubadas a 30 °C por 5 horas. Foram realizadas
novas lavagens conforme descrito anteriormente e adicionados 200 uL do
substrato (p-nitro-fenil-fosfato, 1 mg/mL) diluidos em tampao apropriado
[Dietanolamina 1M (pH 9.8); NaN3 0,02%].

Ap06s a adigao do substrato foram realizadas leituras de absorbancia a
30, 60, 90 e 120 minutos no comprimento de onda de 405 nm. As leituras de
absorbancia foram realizadas numa leitora automatica de placas (Anthos,
Zenyth 340 RT, USA). De acordo com o fabricante dos kits para a detecgao
viral, devem ser consideradas positivas as amostras cujos valores de

absorbancia forem superiores ao dobro da média dos controles negativos.

2.3. Teste de Dilui¢cGes do Extrato Protéico
Com o intuito de avaliar a sensibilidade do teste de DAS-ELISA, foram

realizados testes utilizando 5 diluigbes dos extratos protéicos obtidos a partir
de materiais vegetais comprovadamente infectados pelos virus GLRaV-1,
GLRaV-2, GLRaV-3, GVA, GFkV e GFLV, cedidos pela Embrapa Uva e
Vinho (Bento Gongalves, RS). As dilui¢gdes foram: 1:1 (extrato original), 1:5,
1:10, 1:20 e 1:100. As reacoes e leituras foram realizadas de forma

semelhante ao descrito no item anterior.

2.4. Avaliacéo da Carga Viral ao Longo do Ciclo Vegetativo
Para analisar a evolugdo da carga viral em fungdo do tempo, foram

utilizadas plantas previamente identificadas como infectadas, provenientes
do germoplasma da Epamig. Essas plantas foram testadas no ano anterior,
no final do ciclo vegetativo, para 7 viroses (GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3,
GLRaV-6, GVA, GFkV e GFLV), mas apenas os virus GLRaV-1, GLRaV-2 e
GLRaV-3 foram detectados.

Foram selecionadas as duas plantas que apresentaram maior carga

viral para cada um dos virus detectados e em seguida foram realizadas
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cinco coletas periddicas de folhas completamente expandidas da base dos
ramos de cada planta, a partir do inicio do ciclo vegetativo (outubro de 2009)
até a colheita dos frutos (janeiro de 2010). A Tabela 2 apresenta o

cronograma das coletas periodicas.

Tabela 2 — Cronograma das coletas periddicas para avaliagdo da variagdo da carga

viral ao longo do ciclo vegetativo.

Coletas Data
1 30/10/2009
2 30/11/2009
3 15/12/2009
4 30/12/2009
5 15/01/2010

A Tabela 3 apresenta as plantas selecionadas para o
acompanhamento periédico do desenvolvimento de cada uma das trés

viroses durante o ciclo.

Tabela 3 — Plantas infectadas com GLRaV-1, GLRaV-2 e GLRaV-3 selecionadas

para acompanhamento da variagdo da carga viral ao longo do ciclo vegetativo.

Virus Planta infectada 1 Planta infectada 2
GLRaV-1 Clone 3 Clone 17
GLRaV-2 Clone 6 Clone 19
GLRaV-3 Cabernet Sauvignon/IAC 572 Cabernet Sauvignon/IAC 313
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. DiluigBes dos Extratos Protéicos
Com o intuito de avaliar a sensibilidade do teste DAS-ELISA para a

deteccao dos diferentes virus, foi realizado um teste com amostras
constituidas por 5 diferentes diluicbes dos extratos protéicos obtidos a partir
de plantas infectadas com cada um dos virus GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3,
GfkV e GFLV.

Como observado no grafico da Figura 1, para a amostra infectada
com o GLRaV-1, o teste foi positivo somente para o extrato protéico na
concentragédo original (1:1), que apresentou valor de absorbéancia igual a
0,279. Para o extrato protéico diluido 1:5 a absorbancia caiu para 0,058,
permanecendo proxima deste valor para as diluigdes 1:10, 1:20 e 1:100. Isso
indica que a amostra infectada utilizada para realizacdo do experimento
apresenta uma carga viral relativamente baixa, proxima ao limite minimo da
sensibilidade do teste DAS-ELISA.

0,3

0,2795

0,25

0,2

0,15

Absorbancia

0.1 1 0,0745

0,0585 0,0545 0,052
o I l I l
o}
1:5 1:20

1:10 1:100

Diluictes do extrato protéico

Figura 1 — Gréafico mostrando a variagdo dos valores de absorbancia para 5
diferentes diluicbes do extrato protéico obtido de plantas infectadas com GLRaV-1.

A barra em vermelho indica resultado positivo.

Para o GLRaV-2 o teste foi positivo para as diluicbes 1:1 e 1:5, que
apresentaram valores de absorbancia iguais a 0,230 e 0,107,

respectivamente (Figura 2). Como pode ser observado neste caso, a diluicao
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de 1:5 nao foi suficiente para reduzir a concentragcao de particulas virais para
niveis abaixo da sensibilidade do teste DAS-ELISA para deteccdo deste
virus. No entanto, o valor da absorbancia, apesar de ter sido claramente
superior aos das diluicdes de 1:10, 1:20 e 1:100, nao foi superior ao dobro
da média dos controles negativos fornecidos pelo fabricante do kit para
detecgéo (2 x 0,074 = 1,48).

Ja para o GLRaV-3, o teste foi positivo para as diluicées 1:1, 1:5, 1:10
e 1:20, com valores de absorbancia iguais a 3,903; 1,416; 0,730 e 0,306,
respectivamente (Figura 3). Nesse caso, a amostra foi constituida por
peciolo e nervuras de folhas obtidas de plantas com sintomas severos da
virose do enrolamento das folhas, que s6 sdo observados no caso de altas

concentracdes de particulas virais no tecido do floema.

0,25 T,7305

0,2

0,15

0,107
0,1 1

Absorbancia

0,073

0,053 0,052
N I I
0
1:10 1:20

1:1 1:5 1:100

Diluigdes do extrato protéico

Figura 2 - Grafico mostrando a variacdo dos valores de absorbancia para 5
diferentes diluicdes do extrato protéico obtido de plantas infectadas com GLRaV-2.
A barra em vermelho indica resultado positivo e a barra laranja indica que o
resultado foi positivo mas o valor de absorbancia ndo foi superior ao dobro da

meédia dos controles negativos.
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Figura 3 - Grafico mostrando a variagcdo dos valores de absorbancia para 5
diferentes diluicdes do extrato protéico obtido de plantas infectadas com GLRaV-3.

A barra em vermelho indica resultado positivo.

Como observado nos graficos das Figuras 4 e 5, as amostras
infectadas com o GFkV e com o GFLV reagiram positivamente apenas nas
concentragdes originais (1:1), com valores de absorbancia iguais a 0,1295 e
0,1005 respectivamente, indicando uma baixa concentracdo de particulas

virais nas amostras testadas para estes dois virus.
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0,1 +
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0,06 00555 0,051
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0,02
)
1 1:5
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Diluigdes do extrato protéico

Figura 4 - Grafico mostrando a variagdo dos valores de absorbancia para 5
diferentes diluicdes do extrato protéico obtido de plantas infectadas com GFkV. A

barra em vermelho indica resultado positivo.
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Figura 5 - Grafico mostrando a variagdo dos valores de absorbéancia para 5
diferentes diluicdes do extrato protéico obtido de plantas infectadas com GFLV. A
barra laranja indica que o resultado foi positivo, mas o valor de absorbancia nao foi

superior ao dobro da média dos controles negativos.
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Portanto, foi possivel verificar que a carga viral, que é diretamente
proporcional a absorbancia, foi bastante variavel entre as plantas infectadas
com os diferentes virus. O extrato protéico que apresentou a maior carga
viral foi o obtido a partir da planta infectada com o GLRaV-3, com valor de
absorbancia igual a 3,903. O que apresentou menor carga viral foi o da

planta infectada com o GFLV, com absorbéncia igual 0,1005.

De acordo com a recomendacgao do fabricante do kit para deteccgao,
devem ser consideradas como positivas as amostras cujos valores de
absorbancia forem superiores ao dobro da média dos controles negativos.
No entanto, de acordo com os resultados obtidos, ficou evidente que
amostras infectadas, como foi o caso da diluicdo 1:5 do extrato protéico
obtido de amostra infectada com o GLRaV-2 e das dilui¢gdes 1:1 das plantas
infectadas com o GFkV e com o GFLV, que apresentam baixas
concentracbes de particulas virais, podem apresentar valores de
absorbancia menores do que o dobro da meédia dos controles negativos. Isso
demonstra que esse critério indicado pelo fabricante do kit € um tanto
arbitrario, e pode levar a erros de classificagcdo de amostras testadas como
negativas. Para superar esta limitagdo, sugerimos o critério de considerar
como positivas as amostras cujos valores de absorbancia forem superiores
ao valor da média dos controles negativos somado com desvio padréao
multiplicado por 5. A Tabela 4 mostra os valores de absorbancia para 20
controles negativos fornecido pelo fabricante dos kits para deteccgao viral.
Como pode ser observado, o maior valor de absorbancia verificado foi 0,080.
A média dos valores de absorbancia foi de 0,0752 e o desvio padrao foi de
0,002931, mostrando que os controles negativos, constituidos por extratos
protéicos obtidos de amostras de folhas de plantas comprovadamente livre
de qualquer virose, apresentam uma pequena variagao em torno da média.
Portanto, uma amostra que apresente valores de absorbancia menores que
o dobro da média dos controles negativos, pode estar infectada, porém com
uma baixa concentracdo de particulas virais, 0 que € comum no caso da
maioria dos virus da videira, cuja localizacao se limita ao floema das plantas

infectadas.
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Tabela 4 — Valores das medidas de absorbancia em comprimento de onda
de 405 nm para 20 controles negativos fornecidos pelo fabricante dos kits de

testes DAS-ELISA para detecgéao viral em videira.

Controles Negativos Absorbéncia (405 nm)

1 0,076
2 0,076
3 0,08
4 0,076
5 0,075
6 0,076
7 0,077
8 0,076
9 0,076
10 0,074
11 0,078
12 0,077
13 0,077
14 0,075
15 0,075
16 0,077
17 0,074
18 0,071
19 0,066
20 0,072

Média 0,0752

Desvio Padréo 0,002931

No caso dos virus da videira, € muito importante se ter muito rigor em
relagao a selecao fitossanitaria, uma vez que nao existem medidas curativas
efetivas. Além disso, a transmissao dos virus GLRaV-1 e GLRaV-3 pode
ocorrer através de cochonilhas cotonosas (Planococcus ficu, P. citri,
Pseudococcus longispinos, P. calceolariae, P. affinis, Heliococcus
bohemicus e Phenacoccus aceris) e pelas cochonilhas de carapaca
(Pulvinaria vitis e Parthenolecanium corni) (Kuniyuki, 2005). Ja o GLRaV-5 e
o GLRaV-9 sao transmitidos por Pseudococcus longispinus. As cochonilhas
tém sido relatadas como os principais vetores dos virus da videira (Charles
et al., 2006). Os demais virus associados ao enrolamento da folha nado

possuem vetores conhecidos (Martelli e Boudon-Padieu, 2006).
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3.2. Analise do Desenvolvimento da Reacdo em Func¢édo do Tempo
Com o intuito de analisar a cinética de reacao para os diferentes virus,

foram realizadas leituras de absorbancia em diferentes tempos apods a
adicao do substrato nas placas de ELISA (30, 60, 90 e 120 minutos). Para
essas analises foram utilizadas as mesmas amostras do experimento das

diluicdes dos extratos protéicos.

Como observado nos graficos das Figuras 6, 7 e 8, as amostras
infectadas com o GLRaV-1, GLRaV-2 e GLRaV-3 apresentaram resultados
positivos 30 minutos apds a adicdo do substrato, com valores de

absorbancia iguais a 0,115; 0,101 e 1,658, respectivamente.
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Figura 6 — Grafico mostrando o desenvolvimento da reag&o colorimétrica através do
aumento da absorbancia em fungado do tempo (apds adi¢cao do substrato as placas

de microtitulagdo) em teste DAS-ELISA de amostra infectada com o GLRaV-1.

87



0,25
y=0,0482x + 0,0438 0,237
02 R?= 0,9582 o

)
2 015
<@
2 0,1015
o v
2 01- .
<

0,05

30 60 90 120

Tempo (minutos)

Figura 7 — Grafico mostrando o desenvolvimento da reag¢ao colorimétrica através do
aumento da absorbancia em funcao do tempo (apds adi¢ao do substrato as placas

de microtitulagdo) em teste DAS-ELISA de amostra infectada com o GLRaV-2.
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Figura 8 — Grafico mostrando o desenvolvimento da reagao colorimétrica através do
aumento da absorbancia em fungao do tempo (ap6s adi¢cao do substrato as placas

de microtitulagdo) em teste DAS-ELISA de amostra infectada com o GLRaV-3.

Ja as amostras infectadas com GFkV e GFLV apresentaram
resultados positivos somente a partir de 90 minutos apds adicdo do
substrato, com valores de absorbancia iguais a 0,112 e 0,097

respectivamente( Figuras 9 e 10).
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Figura 9 - Grafico mostrando o desenvolvimento da reacao colorimétrica através do
aumento da absorbancia em fungao do tempo (ap6s adi¢cao do substrato as placas

de microtitulagdo) em teste DAS-ELISA de amostra infectada com o GFkV.
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Figura 10 — Grafico mostrando o desenvolvimento da reacao colorimétrica através
do aumento da absorbancia em funcdo do tempo (apds adicdo do substrato as

placas de microtitulagdo) em teste DAS-ELISA de amostra infectada com o GFLV.

No caso de todas as amostras infectadas com os 5 diferentes virus o
aumento da absorvancia ao longo do tempo foi linear, sendo que as
equacdes de regressao linear apresentaram altos valores de R2. Aos 120
minutos apds a adigdo do substrato as placas de microtitulagdo, todas as
amostras infectadas apresentaram valores positivos, o que indica que este
tempo é adequado para a realizacdo das leituras de absorbancia para a

detecgao dos cinco virus estudados.
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3.3. Avaliacéo dos Clones ‘Bordd’

Entre os clones ‘Bordé’ (3, 6, 7, 8, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 18 e 19),
também denominados na regido do sul de Minas Gerais pelo nome de Folha
de Figo, foram detectados os virus GLRaV-1 (clones ‘Bordd’ 13 e 17);
GLRaV-2 (clones ‘Bordé’ 3, 6, 7, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 18 e 19); e GLRaV-3
(clones ‘Bordd’ 3 e 7). A Tabela 5 mostra os valores das absorvancias das
amostras positivas para estes virus. A elevada incidéncia de viroses nesses
clones provavelmente se deve ao elevado periodo de tempo em que esse
genotipo foi introduzido na regido (pouco mais de um século), agravado pela
multiplicagdo continua de material propagativo contaminado, o que

favoreceu o acumulo das diferentes viroses ao longo das décadas.

A ocorréncia de plantas infectadas por complexos virais pdde ser
verificada no caso do clone ‘Bordd’ 17, infectado por GLRaV-1 e GLRaV-2,
do clone ‘Bordé’ 7, infectados por GLRaV-2 e GLRaV-3, e do clone ‘Bordd’ 3
infectado por GLRaV-1, GLRaV-2 e GLRaV-3.

Os clones ‘Bord®’ apresentaram uma alta taxa de infecgdo pelo
GLRaV-2, que foi detectado em 11 dos 12 clones (91,66 % das amostras
avaliadas). O GLRaV-2 é a unica espécie do complexo GLRaV classificada
na familia Closteroviridae, género Closterovirus (Fajardo et al., 2003;
Fauquet et al., 2005). O GLRaV-2 também se destaca pelos sintomas
especificos que pode induzir, pois esta associado a incompatibilidade da
enxertia e ao declinio em vinhedos jovens (Abou Ghanem-Sabanadzovic et
al., 2000; Martelli et al., 2002; Bertazzon e Angelini, 2004; Meng et al., 2005).
Apenas no clone ‘Bord®’ 8 ndo foi detectado nenhum dos sete virus testados
por DAS-ELISA. Em todas as analises foram incluidas na mesma leitura,
amostras de controles positivos e controles negativos para cada uma das

viroses testadas, fornecido pelo fabricante dos kits (Bioreba, Suica).
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Tabela 5 — Clones ‘Bérdo’ (Folha de Figo) com resultados positivos para presenca

de viroses e respectivos valores de absorbancia.

Virus Clones ‘Bordd’ Absorbancia (405 nm)
GLRaV-1 Cc3 0,1550
GLRaV-1 C17 0,1330
GLRaV-2 Cc3 0,3060
GLRaV-2 C6 0,2500
GLRaV-2 c7 0,1305
GLRaV-2 C10 0,1825
GLRaV-2 C12 0,2405
GLRaV-2 C13 0,2435
GLRaV-2 C15 0,1875
GLRaV-2 C16 0,2155
GLRaV-2 C17 0,1645
GLRaV-2 C18 0,1290
GLRaV-2 C19 0,1685
GLRaVv-3 Cc3 2,7335
GLRaV-3 c7 1,2825

Até o momento nao existe nenhum tratamento eficaz e confiavel para
eliminagao de viroses em videiras infectadas. Nos casos em que o material
propagativo ja se encontra infectado, recomenda-se a erradicagdao das
plantas contaminadas para evitar a infecgcdo de plantas sadias e impedir a
disseminagao do agente etioldgico. Uma possibilidade para recuperagéo de
gendtipos de interesse infectados por viroses ¢€é a utilizagdo
da combinacao de técnica de termoterapia (exposicao continua de plantas a
temperaturas elevadas por um longo periodo de tempo) com posterior
isolamento e cultivo in vitro de meristemas. No entanto, a combinagao
dessas abordagens pode ocasionar o efeito indesejavel de variagao
somaclonal, promovendo mudangas genéticas ou epigenéticas que alteram
o fendtipo original do material vegetal (Gribaudo et al., 2006; Baranek et al.,
2009).
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3.4. Avaliagdo de Matrizes e de Mudas
Os virus GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-6, GVA, GFkV e GFLV néo

foram detectados em nenhuma das amostras analisadas. Ja o GLRaV-3,
como pode ser observado na Tabela 6, foi detectado em plantas matrizes de
‘Niagara Rosada’ e dos porta-enxertos ‘IAC 572’ e IAC 766." Foi também
detectado nas mudas de ‘Niagara Rosada’ enxertadas sobre ‘IAC 572’ e
‘Nidgara Rosada’ enxertadas sobre ‘IAC 766’, as quais foram formadas pela
unido de porta-enxertos (hipobioto) e copas (epibioto) ambos infectados
(plantas matrizes). As mudas das outras variedades (‘Bordé’, ‘Syrah’,
‘Merlot’, ‘Cabernet Sauvignon’ e ‘Chardonnay’) ndo apresentaram resultado
positivo para GLRaV-3 mesmo estando enxertadas em porta-enxertos
originados de plantas matrizes infectadas. Isto pode ser explicado pelo fato
de que pelo estagio de desenvolvimento da muda, ndo houve tempo
suficiente para a completa conexao entre os sistemas vasculares (formagao
de xilema e floema) entre o hipobioto e epibioto, impossibilitando assim a
transmissao das particulas virais através do sistema vascular, dificultando ou
mesmo impossibilitando a movimentacdo das particulas virais entre os dois
tecidos distintos. Em todas as anadlises foram incluidas na mesma leitura,
amostras de controles positivos e controles negativos para cada uma das

viroses testadas, fornecido pelo fabricante dos kits (Bioreba, Suécia).

Apos a identificagdo das mudas, matrizes e porta-enxertos
contaminados foi recomendado a EPAMIG a erradicacdo das plantas e
mudas infectadas e sua substituicdo por material previamente testado e

comprovadamente isento de viroses.

Tabela 6 — Matrizes e mudas de videira infectadas com o GLRaV-3 e respectivos

valores de absorbancia no comprimento de onda de 405 nm.

Variedades Amostras Compostas

1 2 3
Niagara Rosada (matriz) 0,099 0,320 0,200
Niagara Rosada/IAC 766 (muda) 0,064 0,102 0,070
Niagara Rosada/IAC 572 (muda) 0,106 0,651 0,169
IAC 766 (matriz) 0,073 0,132 0,154
IAC 572 (matriz) 0,065 0,090 0,233
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No Brasil o GLRaV-3 ja foi detectado em vinhedos de variedades
americanas em Sao Paulo (Kuniyuki e Costa, 1987) e no Rio Grande do Sul
(Kuhn, 1992). A virose do enrolamento das folhas chegou a ocorrer em 78%
a 98% das produtoras viniferas e 15,6% a 33% dos porta-enxertos
amostrados por Fajardo et al (2003). Em um levantamento realizado em 30
municipios do estado de S&o Paulo (Kuniyuki e Costa, 1987), foram
avaliadas 20 variedades de copa e 15 variedades de porta-enxertos em
relagdo a presenga das principais viroses. A virose do enrolamento das
folhas apresentou uma incidéncia de 100% entre as plantas de ‘Niagara
Rosada’ e de ‘Niagara Branca’. Entre os porta-enxertos, ‘Travil’, ‘IAC 571-6’
e ‘Rupestris du Lot’ apresentaram 100%, 36% e 33%, respectivamente, de

incidéncia do enrolamento das folhas.

Os virus GLRaV-1, GLRaV-2 e GLRaV-3 ja foram detectados no Rio
Grande do Sul (Kuhn et al., 1998), em Sao Paulo (Kuniyuki et al., 2002) e
agora em Minas Gerais por meio dos resultados obtidos nesse trabalho.
Existem indicios de que o GLRaV-3 seja o virus de ocorréncia mais
frequente nos vinhedos brasileiros (Kuniyuki et al.,, 2005), o que foi
confirmado nas analises realizadas no germoplasma da EPAMIG, ja que
esse foi o virus detectado com maior frequéncia durante os testes de DAS-
ELISA. Em S&o Paulo, foi também detectado o GLRaV-5 (Kuniyuki et al.,
2008). O GLRaV-6 também foi detectado por Kuniyuki et al (2003) em
amostras de plantas cultivadas em 4 estados brasileiros (SP, PE, MG e RS),
apresentando baixa incidéncia, com excecdo das -cultivares ‘Cardinal
(100%) e ‘Red Glob’ (42,8%). Neste estudo os autores constataram que este
virus se apresenta geograficamente bem distribuido, ocorrendo em todas as

regides onde estas duas cultivares estao presentes.

Devido a insuficiéncia de instituicbes ou empresas capacitadas para
realizar a deteccado de viroses de videira no Brasil, assim como de outras
especies agrondmicas, acredita-se que o quadro atual de disseminagao
dessas viroses seja subestimado para todas as regides que cultivam a

videira.
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3.5. Analise da variacdo da carga viral ao longo do ciclo vegetativo
Como pode ser verificado nos graficos da Figura 11, nas plantas

infectadas com o GLRaV-1, foi observado um acentuado aumento dos
valores de absorbancia entre as coletas realizadas apés 60 e 75 dias. Apos
75 dias as duas plantas avaliadas apresentaram os maiores valores,
indicando a presenga de uma maior carga viral durante este periodo do ciclo.
Esse resultado confirma o fato de que a carga viral do GLRaV-1 evolui de
forma crescente ao longo do desenvolvimento vegetativo, o que é explicado
pela maior disponibilidade de tecido vegetal metabolicamente ativo e de

tempo ao longo do ciclo para a multiplicagéo do virus.
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Figura 11 — Graficos mostrando a variagdo da absorbancia (proporcional a carga
viral) ao longo do ciclo vegetativo do clone ‘Bordd’ 3 (A) e do clone ‘Bordd’ 17 (B),

ambos infectados com o GLRaV-1.
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No caso do GLRaV-2 (Figura 12), as duas plantas analisadas (Clones
‘Bordd’ 6 e 19) apresentaram os maiores valores de absorbancia na amostra
coletada aos 60 dias. Foi observado um aumento gradual dos valores de
absorbancia entre as amostras coletadas nos tempos 0, 30 e 45 dias, e um
aumento bem mais acentuado entre as amostras coletadas em 45 e de 60
dias. Apesar de que as duas plantas estarem infectadas, no caso do clone
‘Bordd’ 6, o valor maximo de absorbancia (2,0755) foi muito superior ao
observado no clone ‘Bordd’ 19 (0,313). Esse resultado indica que as plantas
podem apresentar diferentes niveis de infeccdo mesmo estando no mesmo
estagio do ciclo vegetativo, refletindo a diferenga entre cargas virais entre as
diferentes plantas avaliadas. Entre as amostras coletadas aos 60 e 75 dias,
ocorreu uma queda no valor da absorbancia. Portanto, os resultados obtidos
demonstram um aumento na concentragdo de particulas virais ao longo do
ciclo vegetativo, indicando que o periodo ideal para a coleta de material
vegetal a ser testado em relagédo a presenga do GLRaV-2 seria no final do
més de janeiro (manejo cultural realizado no sul de Minas Gerais), quando
as plantas estao repletas de folhas completamente expandidas e com altas
taxas metabdlicas. ApdOs esse periodo, aos 75 dias, se observou uma queda
na carga viral do GLRaV-2, o que deve ser um reflexo da mudanga do
metabolismo da planta que evolui do anabolismo para catabolismo,

antecedendo o periodo de dorméncia caracteristico do género Vitis.

Das plantas infectadas com o GLRaV-3 (Figura 13), ambas
apresentaram resultados positivos na amostra da primeira coleta, porém
com valores de absorbancia relativamente baixos, indicando a ocorréncia de
uma baixa carga viral no inicio do ciclo vegetativo. Ja na amostra de 30 dias,
as absorbancias das duas amostras atingiram o valor maximo, saturando a
leitura da absorbancia (4,0) e permanecendo desta forma até a coleta da
ultima amostra, indicando uma elevada carga viral de GLRaV-3 durante a

evolugdo do ciclo das plantas.
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Figura 12 — Graficos mostrando a variacdo da absorbancia, que representa
indiretamente a evolugdo da carga viral no tecido analisado, ao longo do ciclo
vegetativo do clone ‘Bordd’ 6 (A) e do clone ‘Bordd’ 19 (B), ambos infectados com o
GLRaV-2.
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Figura 13 — Graficos mostrando a variagcdo da absorbancia, que representa

indiretamente
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a evolucdo da carga viral no tecido analisado, ao longo do ciclo
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De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que ocorreu
um aumento da carga viral ao longo do ciclo vegetativo da videira.
Resultados semelhantes foram otidos por Monis e Bestwik (1996) que,
avaliaram a deteccdo e a localizagao dos virus GLRaV-1, GLRaV-2 e
GLRaV-3 em plantas mantidas em casa de vegetacdo e em plantas
cultivadas in vitro. Esses autores encontraram uma maior concentracao de
particulas virais em tecidos coletados nas bases dos ramos no final do ciclo
vegetativo das plantas. Ainda de acordo com os mesmos autores, as
maiores concentracdes de particulas virais foram observadas nas amostras
localizadas proximas da base dos ramos. Foi observado que o virus
apresenta uma distribuic&o irregular nas folhas e nos caules, sugerindo que
0 movimento e a replicagdo dos virus ocorrem de maneira ineficiente no
floema da planta infectada. A deteccéo de altas concentracdes de particulas
virais nas bases dos ramos das plantas infectadas no final do ciclo
vegetativo sugere que o movimento do virus através do floema é
relativamente lento. Isso esta de acordo com os resultados descritos por
Teliz et al. (1987), que constataram que a concentragao de particulas virais
do GLRaV-3 em amostras de folhas localizadas na base dos ramos
coletadas no final do ciclo vegetativo € maior do que a carga viral detectada
em folhas localizadas na regido apical dos ramos. Embora doencgas
causadas por viroses em videira sejam um grande problema para a plena
exploragao comercial da cultura em todo mundo, o numero de relatos
cientificos sobre o assunto pode ser considerado modesto. A maioria das
recomendacgdes para coleta de tecidos e amostras de plantas de videira
ainda é baseado em observagbes empiricas que necessitam de

comprovacao e teste cientificos rigorosos.
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4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusdes

1) Considerando apenas as plantas matrizes e as mudas analisadas, so
foi detectado a presenca do virus GLRaV-3, detectado em plantas
matrizes de ‘Nidagara Rosada’ e dos dos porta-enxertos ‘IAC 572’ e ‘IAC
766."' Foi também detectado nas mudas de ‘Niagara Rosada’ enxertadas
em ‘IAC 572’ e ‘Niagara Rosada’ enxertadas em ‘IAC 766’. Ja os virus
GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-6, GVA, GFkV e GFLV nao foram

detectados em nenhuma das plantas matrizes e mudas analisadas.

2) Entre os clones ‘Bordd’, foram detectados os virus GLRaV-1 (clones
13 e 17); GLRaV-2 (clones 3, 6, 7, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 18 e 19); e
GLRaV-3 (clones 3 e 7). A ocorréncia de plantas infectadas por
complexos virais péde ser verificada no caso dos clones 13 e 17,
infectados simultaneamente por GLRaV-1 e GLRaV-2; nos clones 3 e 7,

infectados simultaneamente por GLRaV-2 e GLRaV-3.

3) Para as plantas infectadas com os virus GLRaV-1, GLRaV-2 e
GLRaV-3 foram observadas variacbes da carga viral ao longo do ciclo

vegetativo/produtivo da videira.
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CONCLUSOES GERAIS

Os marcadores microssatélites utilizados nesse trabalho foram muito
eficientes para realizar a caracterizagdo da identidade genética de

plantas matrizes e de mudas de videira.

Foi possivel observar que os loci que apresentam distribuicdes mais
equitativas das frequéncias alélicas foram mais eficientes para a

identificagao varietal.

O conjunto de variedades de videira analisadas no presente trabalho,
apesar de nao ser muito numeroso, apresenta uma diversidade

genética relativamente alta.

Foi verifica a presenga de um excesso de individuos heterozigotos
devido a selecédo para qualidade e produtividade feita em geragdes
anteriores e que foi preservado ao longo da multiplicagao vegetativa

que é comumente utilizada para a propagacao dessa espécie.

Na analise das coordenadas principais, apesar de nao ter ocorrido
uma clara estruturacédo em relagdo aos grupos das viniferas e dos
porta-enxertos, foi possivel notar uma tendéncia de agrupamento das

variedades pertencentes ao mesmo grupo.

De acordo com as analises utilizando o aplicativo computacional
Structure, foi observado alto grau de estruturagcéo apenas em relagao

ao grupo formado pelas variedades de copas americanas.

Através da AMOVA verificou-se que a maior parte da variabilidade

genética ocorreu dentro dos grupos.

Os clones ‘Bordd’ apresentaram uma alta taxa de infecgao pelo

GLRaV-2, que foi detectado em 91,66% das amostras avaliadas.

O GLRaV-1 foi detectado nos clones ‘Bord®’ 3 e 17 e o GLRaV-3 nos

clones ‘Bordd’ 3 e 7.
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Nas plantas matrizes e nas mudas produzidas a partir delas, apenas o
GLRaV-3 foi detectado, estando presente nas matrizes de ‘Niagara
Rosada’, nos porta-enxertos ‘1AC 572’ e ‘IAC 766’, e nas combinacgdes
de mudas ‘Niagara Rosada/lAC 766’ e ‘Niagara Rosada/IAC 572’

Foi observado uma variagdo da concentracdo de particulas virais ao
longo do ciclo vegetativo da videira para os 3 virus do enrolamento da
folha (GLRaV-1, GLRaV-2 e GLRaV-3).
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