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RESUMO

No presente estudo o objetivo foi selecionar primers ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats), adequados para futuros estudos de variabilidade
genética em plantas da cultivar ‘Itdlia’ (Vitis vinifera L.). Além disso, padronizar o método de quantificagdo de ADN (Acido Desoxirribonucleico)
e a reagdo de PCR para os primers selecionados. Para extragdo do ADN foram utilizadas amostras de folhas jovens de videira coletadas na regido
de Marialva, PR, e o método de quantificagdo do ADN escolhido foi o espectrofotometro Picodrop®. Os primers selecionados por apresentarem
um niimero satisfatorio de bandas nitidas (106 no total) em gel de agarose 2% quando submetidos a eletroforese, foram: ISSR-1, ISSR-2, ISSR-5,
ISSR-6, ISSR-7, ISSR-8, ISSR-9, ISSR-11, ISSR-12, ISSR-13, ISSR-14 ¢ ISSR-15, usando uma temperatura para ligagdo dos primers de 50 °C
na PCR. O numero médio de bandas por primer foi de 8,84, sendo o ISSR-5 o que gerou uma maior quantidade (13) de regides ISSR
amplificadas.

SUMMARY

The objective of present study was to select ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) primers suitable for future genetic variability studies of the
grape cultivar ‘Italia’ (Vitis vinifera L.) plants. Besides, it is aimed to standardize the method for quantifying DNA and PCR reaction for the
selected primers. For DNA extraction, samples from young vine leaves collected in the region of Marialva-PR were used, and the chosen DNA
quantification method was Picodrop® spectrophotometer. The primers selected for presenting a satisfactory number of sharp bands (106 in total)
in 2% agarose gel when subjected to electrophoresis were: ISSR-1, ISSR-2, ISSR-5, ISSR-6, ISSR-7, ISSR-8, ISSR-9, ISSR-11, ISSR-12, ISSR-
13, ISSR-14 and ISSR-15 using an annealing temperature of 50°C at the PCR. The average number of bands per primer was 8.84, whereas ISSR-5
primer produced the highest number (13) of amplified ISSR regions.

Palavras-chave: eletroforese, biologia vegetal, ISSR, uva.
Key words: electrophoresis, plant biology, ISSR, grape.

INTRODUCAO no final do século XIX a produgdo de uva de mesa
tornou-se de grande importancia. De acordo com
Janick e Moore (1975) e Sousa (1996) a videira Vitis
vinifera L., assim como outras espécies do género,
encontram-se distribuidas pelas regides temperadas e
subtropicais do mundo, exibindo varia¢des no que se
refere a: qualidade dos frutos, resisténcia a patdgenos,
e produtividade, o que garante um elevado potencial

A cultura da videira comegou ha cerca de quatro mil
anos, no periodo Terciario, nos territorios hoje
correspondentes a Georgia, Arménia e Azerbaijdo, e a
partir desse ponto as videiras primitivas dispersaram-
se para duas diregcdes, uma Américo-Asiatica ¢ outra
Euroasiatica (Sousa, 1996). Segundo Sousa (1996),
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de variabilidade genética que pode ser usado através
de estratégias de melhoramento, por reproducdo
sexuada.

A videira estd classificada no Grupo Cormofitas, da
Divisdo Spermatophyta, da Subdivisdo
Angiospermae, da Classe Dicotyledoneae, da Ordem
Rhamnales, da Familia Vitaceae, do Género Vitis
(Souza e Lorenzi, 2005). Segundo Sousa (1996)
dentro da familia Vitaceae o género Vitis € o unico de
importancia econdmica, social e histérica, ¢ a ele
pertencem todas as videiras terrestres selvagens ou
cultivadas.

A cultivar ‘Itdlia> (VIVC n® 5582 -
http://www.vivc.de/) tem sido considerada como
produtora de uvas finas do Brasil. Sousa (1996) relata
que esta cultivar foi obtida por Angelo Pirovano, na
Italia, por meio do cruzamento entre ‘Bicane’ (VIVC
n° 1341 - http://www.vive.de/) e ‘Moscatel de
Hamburgo’ (VIVC n° 8226 - http://www.vivc.de/),
realizado em 1911, e foi introduzida no Brasil na
década de 20. Nos anos 50, passou a ser cultivada
comercialmente no Estado de Sdo Paulo, e na década
de 60 foi difundida para o norte do Estado do Parana
e outras regides desse estado. O cultivo da uva ‘Italia’
no noroeste do Parana foi iniciado pela colonia
japonesa. Os primeiros parreirais plantados no
municipio de Marialva (PR) estavam nas
propriedades de Yamanaka e Wakita, no ano de 1962,
com material propagativo oriundo do municipio de
Ferraz de Vasconcelos (SP) (Oliveira-Collet, 2003).

O Brasil ficou em 11° lugar em producdo de uva no
cenario mundial, no ano de 2011 (FAO, 2012).
Segundo o IBGE (2012) a area colhida no Brasil em
2011 foi de 80.003 ha., com rendimento médio de
18.293 Kg/a. A viticultura ¢ uma atividade
importante para a manutengdo da pequena
propriedade no Brasil, porque gera empregos, tanto
nos grandes empreendimentos como nas pequenas
propriedades. Os pdlos produtores de uvas finas de
mesa no Estado do Parana estio nas regides de
Maringa, Cornélio Procdpio e Londrina, destacando-
se os municipios de Marialva, Mandaguari, Urai ¢
Assai como os principais produtores (Kishino et al.,
2007). No Parana, as uvas de mesa e para
transformagdo agroindustrial - representaram 6,2% do
volume de frutas produzidas, com os parreirais
distribuidos em 6,1 mil hectares. As colheitas
proporcionaram 105,0 mil toneladas de uvas
(DERAL-SEAB, 2012).

A propagacdo da videira ocorre de duas formas:
sexuada (por semente) ou assexuada (por via
vegetativa). As sementes sdo Uteis para o
melhoramento genético, para a obtengdo de novas
variedades (Hidalgo, 1993), mas, a propagacdo de
videiras através de sementes tem sido desvantajosa
para o produtor, pois as novas plantas apresentam
vigor, produtividade e qualidade dos frutos inferiores
aos da planta-mae; outro fator desvantajoso ¢ a
demora na formagdo do fruto, para colheita. J4 a
propagacdo vegetativa baseia-se na facilidade que os
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ramos t€ém de emitir brotos e raizes. Nesse tipo de
propagacdo, as plantas filhas tém as mesmas
caracteristicas da planta-mde, a ndo ser que ocorra
alguma mutacdo (Hidalgo, 1993).

Nas regides Norte e Noroeste do Parana sio
cultivadas quatro variedades de uvas finas de mesa,
sendo elas: ‘Italia’ - coloracdo verde, e as de cor:
‘Rubi’ - coloragdo rosada (VIVC n° 22689 -
http://www.vive.de/), ‘Benitaka’ - coloragdo rosada
intensa (VIVC n° 19816 -- http:/www.vivc.de/), e
Brasil - coloragdo preta (VIVC n° 19817 -
http://www.vivc.de/). Nestas regides, o surgimento de
cultivares de cor a partir da cultivar ‘Italia’, ¢
explicado pela ocorréncia de mutacdo somadtica
(Camargo, 1998). A uva ‘Italia’ vem sendo mantida
por propagacdo vegetativa, sendo a ocorréncia de
mutagdes somaticas um evento frequente. A cultivar
Rubi foi descrita como originaria de mutagio
somatica espontdanea da cultivar ‘Italia’, que ocorreu
em um parreiral do produtor Kotaro Okuyama, no
municipio de Santa Mariana, no Estado do Parana, em
1972 (Kishino e Mashima, 1980). A cultivar
‘Benitaka’ também foi descrita como originaria de
uma mutag¢do somatica espontanea, sendo encontrada
pela primeira vez num parreiral de ‘Itdlia’, do
viticultor Sadao Takakura, em Florai, no Parana, em
1988 (Sousa, 1996), ¢ a cultivar ‘Brasil’ nio foi
derivada da ‘Italia’ como as demais, e sim por
mutagdo somatica espontanea da cultivar ‘Benitaka’,
na propriedade de Hideo Takakura, também em
Florai, no ano de 1991 (Gongalves, 1995). Mais
recentemente foram descritas duas novas variedades:
a variedade ‘Redmeire’ (ainda ndo catalogada),
apresentando bagas com formato longo-ovalado,
coloragdo roxa e delicado, sabor moscatel (Pires et
al., 2003), derivada de mutagdo somatica da cultivar
‘Italia’, e a variedade ‘Black Star’ (ainda nao
catalogada), apresentando bagas com formato
elipsoide alongado e coloragdo vermelho-escura
(Roberto et al., 2012), derivada de mutagdo somatica
da cultivar ‘Brasil’.

Algumas das mutagdes existentes sdo mantidas em
um estado quimérico, afetando apenas algumas
camadas de células individuais (Franks ef al., 2002), e
o fenotipo da planta ¢ o resultado da combinacdo em
diferentes células com gendtipos diferentes.
Elementos transponiveis (TES) sdo relatados como os
maiores contribuintes para estimular a variabilidade
do genoma e, em particular, para promover mutagdes
somaticas (Collier e Largaespada, 2007; Deragon et
al., 2008). Benjak et al. (2009) descreveram um alto
numero de elementos transponiveis, ¢ estes possuem
sequéncias gendmicas transduplicadas e amplificadas,
incluindo sequéncias de genes e fragmentos de outros
elementos moveis. Os resultados destes autores
mostram também que embora algumas familias de
transposons ja estivéssem presentes nos gendtipos das
espécies de videiras selvagens européias e
americanas, eles tem sido amplificados e tem sido
ativamente transpostos acompanhando a
domesticagdo e o melhoramento deste grupo. Ainda



tem sido considerado que a exposicao das folhas da
cultivar ~ ‘Itdlia> a  determinados fungicidas,
agrotoxicos frequentemente aplicados para o controle
de doengas comuns em parreirais da regido (Collet,
informagdo pessoal), possa estar induzindo mutagdes
de ponto e/ou quebras cromossomicas, contribuindo
ainda mais, para promover a instabilidade genética
nas parreiras de uvas do grupo ‘Italia’.

Nas cultivares ‘Italia’, ‘Rubi’, ‘Benitaka’, e ‘Brasil’, a
analise de isozimas indicou uniformidade genética
(Oliveira-Collet et al., 2005), mas a andlise de
fragmentos aleatorios de ADN amplificados por PCR
(Polymerase  Chain  Reaction) mostrou um
polimorfismo de ADN alto (Maia et al, 2008),
indicando que mutagdes somaticas ocorrem com
frequéncia alta. Outras indicagdes também contrariam
a uniformidade genética nas cultivares de ‘Italia’: a
alta proporgdo de alelos nulos (53,2%) descrito por
Orasmo et al. (2007) no locus Est-3 de uma
carboxilesterase, ¢ a alta propor¢do de plantas com
quimeras com potencial para disseminar, por
propagacdo vegetativa, sdo cultivares geneticamente
divergentes (Maia, 2009).

A confiabilidade da técnica utilizando marcadores
RAPD, usada por Maia et al. (2008), que indicou um
polimorfismo alto em clones das cultivares ‘Italia’,
‘Rubi’, ‘Benitaka’ e ‘Brasil’, tem sido questionada
(Harris, 1999), principalmente devido a baixa
especificidade dos primers ¢ a repetibilidade dos
resultados obtidos. Harris (1999) sugere também que
dados obtidos por RAPD, podem ser inexatos devido
ao uso de protocolos diferenciados nos estudos. Além
disso, comparagdes entre diferentes estudos com
RAPD sido dificeis, uma vez que a sele¢do de primers
¢ diferente, além da quantidade e da analise de dados
obtidos, a ndo ser que as andlises sejam feitas pelo
mesmo investigador e sob as mesmas condigdes.

Por isso, a proposta no presente estudo foi selecionar
primers, ISSR (Inter Simples Sequences Repeats) em
plantas da cultivar ‘Italia’, para avaliar a progressio
de mutagdes somaticas no decorrer de propagacdes
vegetativas. As ISSRs s@o sequencias de ADN de 100
a 3.000 pb amplificados via PCR usando um unico
primer (16-20 pb) construido a partir de sequéncias
de microssatélites. As etapas de obtencdo desses
marcadores sdo a extragdo e amplificagdo via PCR do
ADN, eletroforese em géis de poliacrilamida ou
agarose e visualizacdo do polimorfismo por auto-
radiografia, coloracdo com prata ou fluorescéncia
(géis de poliacrilamida) ou por coloragdo com
brometo de etidio sob luz ultravioleta (géis de
agarose). As principais vantagens dos ISSRs sdo a
geracdo de grande niimero de sequéncias informativas
por reagdo (sequéncias polimorficas), e o fato dos
primers serem especificos para sequéncias simples
repetitivas (SSR) do genoma; os primers ISSR sdo
maiores (formados por mais de 10 pb) apresentando
maior superficie de ancoragem do que os primers
para RAPD, e possuem temperaturas de ligacdo dos
primers mais altas, aumentando a reprodutibilidade
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dos produtos de ISSR (Tsumura et al, 1996). Em
videira os marcadores ISSR foram previamente
utilizados por Herrera et al. (2002) que conseguiram
discriminar 7 cultivares com 11 primers ISSR.
Argade et al. (2009) utilizando 14 primers ISSR
conseguiram um total de 119 bandas em gel de
agarose a 1,5% corado com brometo de etidio, dos
quais 79% eram polimorficos.

A selegdo de primers especificos para sequencias
internas de locus SSR em plantas da cultivar ‘Italia’
sera importante para estudar a diversidade genética
destas plantas coletadas no ano de 2012, e em anos
subsequentes. Os primers ISSR, considerados como
estaveis e reproduziveis, serdo importantes para
avaliar a evolugdo de possiveis mutacdes somaticas
durante o progresso dos ciclos de propagacdo. No
presente estudo, os objetivos foram: a) estabelecer os
procedimentos adequados para extrair e quantificar o
ADN das plantas da cultivar ‘Italia’ que foram
coletadas em cinco propriedades rurais de Marialva
(PR); b) selecionar primers ISSR-PCR, a partir de
testes realizados com 15 dos 30 primers que compde
o banco disponivel no laboratério de Cultura de
Tecidos e Eletroforese de Vegetais; ¢) padronizar as
reagdes de quantificagdo de ADN e de ISSR-PCR
para a obtencdo de melhores resultados quanto a
avaliagdo das plantas da cultivar ‘Italia’.

MATERIAIS E METODOS
Material utilizado

As amostras (folhas jovens) da cultivar ‘Italia’ de
Vitis vinifera, foram coletadas em 4 propriedades
rurais do municipio de Marialva localizado na regido
noroeste do Parana; foram coletadas 15 amostras por
sitio: /) Sitio Humberto Feltrin. Localizagdo: Estrada
Carand, km 3, municipio de Marialva. Coordenadas
geograficas: 23°30°56” sul, 51°47°57” oeste; 2) Sitio
José Carlos Rolla. Localizagdo: Estrada Marialva, km
3, municipio de Marialva. Coordenadas geograficas:
23°30°32” sul, 51°49°01” oeste; 3) Sitio Paulo Cezar
Antunes da Silva. Localizac¢do: Estrada Uvarana, km
1, municipio de Sarandi. Coordenadas geograficas:
23°24°49” sul, 51°48°54” oeste; 4) Sitio Nei
Cazelato. Localizac¢do: Estrada Professor Paulinho,
municipio de Marialva. Coordenadas geograficas:
23°27°37” sul, 51°46°28” oeste.

As amostras de folhas jovens de cada planta (15
plantas por sitio) foram acondicionadas em sacos de
papel aluminio e mantidas no gelo em caixa de
isopor. No laboratorio estas folhas foram congeladas
rapidamente com nitrogénio liquido e guardadas na
camara a -80 °C, até o momento da extra¢do do ADN.

Extracéo de ADN

Para a extragdo do ADN das folhas, foi utilizado a
metodologia descrita por Thomas ¢ Scott (1993) com
algumas modifica¢des, para facilitar o processo de
extragdo; o protocolo foi dividido em trés etapas:



Primeira etapa - 100 mg de folhas de cada amostra foi
pulverizada com nitrogénio liquido e o p6 obtido foi
distribuido em 4 microtubos de 2 mL e
homogeneizado com 1500 puL de tampdo de extragdo
‘A’ (Quadro I). Apds a homogeneizacdo, foi realizada
a centrifugacdo a 4 °C, durante 10 minutos, com 4.000
X g Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e em cada tubo foi adicionado 750 pL do
tampdo ‘B’ (Quadro I). Apos a homogeneizagio, os
tubos foram incubados em banho-maria a 37 °C,
durante 30 minutos, sendo levemente agitados a cada
5 minutos. Apo6s este periodo, os tubos foram
retirados do banho-maria e mantidos em temperatura
ambiente.

QUADRO I
Composigdo dos tampdes ‘A’ e ‘B’ utilizados para extragdo de

ADN de folhas de uva
Buffers 'A" and 'B' used for DNA extraction of grape leaves

Reagentes Tampdo de Tampdo de
extracgao ‘A’ extracgao ‘B’
PVP-40 2,5% 2,5%
NaCl 0,25M 0,5M
TrisHCIpH 7,0 - 0,2M
Tris HCI pH 8,0 0,25M -
EDTA 50 mM 50 mM
3-mercaptoetanol 0,1% 1%
Sarcosil - 3%
Etanol - 20%
H,O MiliQ q.8.p- q.8.p-

Em seguida, foi adicionado 750 pL de cloroférmio:
élcool isoamilico (preparado na proporc¢ao de 24:1) e
os tubos foram agitados durante 3 minutos. Em
seguida foram centrifugados & temperatura ambiente
por 12 minutos com 16.000 x g. Apds a
centrifugagdo, o sobrenadante foi recuperado e a este
foi adicionado 0,54 vezes o volume de isopropanol.
Apos algumas inversdes, os tubos foram novamente
centrifugados como anteriormente, obtendo-se o
pellet no fundo do tubo. O sobrenadante foi
descartado, o pellet foi seco a temperatura ambiente e
a este foi adicionado 200 pL de TE (Tris/HCI 10 mM
e EDTA 1 mM pH 8,0). O ADN foi ressuspendido e
armazenado no frigorifico a 4 °C.

Segunda etapa - Em cada tubo, foi adicionado 2 pL
de RNAse (20 ng/uL), e estes foram mantidos por 30
minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo,
foi acrescentado 100 pL de acetato de aménio 7,5 M
e, apds algumas inversdes, os tubos foram
centrifugados a temperatura ambiente por 12 minutos
com 16.000 x g. Os sobrenadantes obtidos foram
transferidos para tubos novos e a eles foi adicionado
0,54 vezes o volume de isopropanol. Os tubos foram

armazenados over night na camara frigorifica a -20
°C

Terceira etapa - Em seguida, foi realizada uma
centrifugacdo a temperatura ambiente por 12 minutos
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com 16.000 x g obtendo-se o pellet. O sobrenadante
foi descartado e o pellet foi lavado com 300 pL de
etanol 70 % gelado. Apds a lavagem, realizou-se uma
centrifugagdo a 4 °C, por 12 minutos, com 16.000 x g.
O sobrenadante foi vertido delicadamente e os tubos
foram colocados na estufa a 37 °C até que todo o
etanol fosse evaporado. O pellet foi ressuspendido em
50 uL de TE e os tubos vedados com parafilm, e
armazenados em frigorifico a 4 °C.

Quantifica¢do das amostras

Apos a extracdo do ADN das amostras, foi realizada a
quantificagdo. Para quantificar o ADN das amostras
foram wusados 3 métodos. No espectrofotometro
Picodrop®, as amostras foram pipetadas e colocadas no
aparelho, que através da absorbancia de luz que as
mesmas apresentavam, mediu a quantidade de ADN
presente em cada amostra. Outro método testado foi a
quantificagdo por eletroforese no gel de agarose a
0,8% ¢ ainda pelo Fluorimetro Qubit® que capta a
fluorescéncia emitida pela amostra tratada com
fluor6foros e faz a quantificagéo.

Sele¢do de primers ISSR

Foram testados 15 primers ISSR (Quadro II) para
amplificar as amostras de ADN por PCR, utilizando-
se 2 uL de ADN purificado, 0,2 pL de Tag-DNA
Polimerase Platinum (Invitrogen), 0,4 pL de cada
primer, 0,8 pL de dNTP, 1,6 pL de MgCl, 2 pL de
tampdo de reagdo 1X (10 mM de Tris-HCI, pH 8,8) e
agua mili-Q para um volume final de 20 pL de
solucao.

QUADRO I

Primers ISSR testados para amplificar ADN de folhas da cultivar
‘Italia’, suas respectivas sequéncias de nucleotideos, e o numero de
bandas obtidas em cada um dos primers, para as diferentes
amostras de ADN da cultivar ‘Italia’ usando uma temperatura de
anelamento de 50 °C

ISSR primers to amplify DNA from leaves of the ‘Itdlia’ cultivar,
their nucleotide sequences, and the number of bands observed with
each primer for the different DNA samples of the ‘Itdlia’ cultivar
using an annealing temperature of 50 ° C

Primers  Sequéncia de Ndmero de
ISSR Nucleotideos Bandas Obtidas
ISSR-1 (AOKRTT 8
ISSR-2 (AC)RAG 7
ISSR-3 (ACKTG nd
ISSR-4 (GACA), nd
ISSR-5 (AC)RAA 13
ISSR-6 (AG)TA 7
ISSR-7 (AG);GA 6
ISSR-8 (ACTC), 10
ISSR-9 (TG):GG 7
ISSR-10 (CTC)4 nd
ISSR-11 (AC)CA 12
ISSR-12 (AG)GCT 9
ISSR-13 (AC)CC 9
ISSR-14 (AC)CT 10
ISSR-15 (AC):GA 8
Total 106




Segundo a literatura a temperatura de ligagdo dos
primers para os ISSR em videira ronda os 50 °C,
Alizadeh et al. (2008) consideram varia¢des entre os
44,6 °C e os 55 °C, enquanto Moreno ef al. (1998) e
Nookaraju e Agrawal (2012) consideram 52 °C. Por
isso, primeiramente foram testados todos os primers a
temperatura de anelamento de 50 °C, e posteriormente
a temperatura foi modificada para valores entre os 48
°CeSI°C.

Apdés a PCR, as amostras foram submetidas a
eletroforese utilizando gel de agarose a 2% corado
com brometo de etidio e visualizado com luz
ultravioleta, utilizando o equipamento Ultraviolet
Transilluminador High Performance - Edas 290 com
o programa Kodak 1D 3.5. Para cada primer foi
utilizado o ADN de 3 plantas diferentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A coleta das folhas jovens da cultivar ‘Italia’ de V.
vinifera e a extragdo do ADN das mesmas foram bem
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sucedidas, ¢ o método de quantificagdo escolhido foi
o espectrofotdmetro para microvolumes Picodrop®,
que conseguiu quantificar todas as amostras. O
Picodrop® ¢ um espectrofotometro UV-Visivel para a
area de biociéncias; ideal para medir poucos
microlitros de amostra, dispensa diluigdo, permite
realizar leituras em apenas 2 pul. de ADN, ARN
(Acido Ribonucleico) e proteinas com excelente
exatiddo e precisdo em uma faixa de leitura que vai de
230 a 850 nm. O Picodrop® permite ainda realizar
ensaios de cinética simples; este aparelho permite que
a amostra seja integralmente recuperada, apds a
leitura, sem contaminag@o ou evaporacdo, € o tempo
de manipulagdo ¢ de 3 segundos (Analytica, 2011). A
quantificacdo por eletroforese no gel de agarose a
0,8% mostra a integridade do ADN gendmico das
amostras (Figura 1). As concentragdes de ADN
variaram de 50 a 400 ng/uL’. Para as reagdes de
amplificagdo, o ADN de cada amostra foi diluido para
a concentragdo de 10 ng pL™, e foi usado 2 pL (20
ng) de ADN de cada amostra.
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Figura 1. Gel de agarose 0,8% utilizado para quantificagdo das amostras de ADN da cultivar ‘Itdlia’. As amostras 1 e 2 sdo ADN de fago A
utilizadas como padrdo de concentragdo com 50 e 100 ng, respectivamente. As demais amostras (3 — 14) sio ADN de plantas diferentes.

Agarose gel (0.8%) used for quantification of the DNA samples of the cultivar ‘Italia’. Samples 1 and 2 are . phage DNA used as standard
concentrations of 50 and 100 ng, respectively. The samples 3-14 are DNA from different plants.

A temperatura considerada como mais adequada para
realizar a ligagdo dos primers durante a amplificagdo
foi 50 °C. Usando a temperatura de 50 °C foi possivel
selecionar os primers ISSR-1, ISSR-2, ISSR-5, ISSR-
6, ISSR-7, ISSR-8, ISSR-9, ISSR-11, ISSR-12, ISSR-
13, ISSR-14 e ISSR-15, que amplificaram sequéncias
de ADN nitidas e bem definidas no gel de agarose
2%, nas amostras da cultivar ‘Italia’ (Figura 2).
Usando as temperaturas de 48, 49, ¢ 51 °C nao foi
possivel identificar bandas nitidas no gel de agarose,
embora outras temperaturas de ligagdo dos primers
tenham sido descritas como adequadas para
amplificar ISSRs em genotipos de videiras. Herrera et
al. (2002) descreveram a temperatura de 55 °C, e Jing
e Wang (2013) descreveram temperaturas entre 52 a
58 °C como adequadas para amplificar ISSR em
diferentes cultivares de V. vinifera.

A Figura 2 mostra exemplos de primers ISSR (ISSR-
2, ISSR-5, ISSR-6, ISSR-8) no gel de agarose, que
apresentaram bandas nitidas a temperatura de
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anelamento de 50 °C; foram observadas varias bandas
em cada um dos quatro primers. O primer ISSR-5 foi
0 que gerou um numero maior de regides ISSR
amplificadas (Quadro II). O total de bandas distintas
obtidas foi de 106, média de 8,84 bandas por primer.
Virias regides ISSR amplificadas, que sdo geralmente
apontadas como bandas, tem sido evidenciadas para
outras espécies de plantas por Tsumura et al. (1996).
Para plantas do género Vitis (V. vinifera, V. labrusca,
e V. rotundifolia) cultivadas na India, Dhanorkar ef al.
(2005) identificaram 139 segmentos usando 13
primers ISSR. Jing ¢ Wang (2013) conseguiram um
total de 119 bandas, variando de 100 a 2.000 bp com
uma média de 11,9 bandas por primer, das quais 118
(99,16%) sdo polimoérficas. Nookaraju e Agrawal
(2012) utilizando também marcadores ISSR em
videiras da cultivar ‘Crimson Seedless’, obtiveram
134 bandas distintas, um niimero de 2 a 16 bandas por
primer, com uma média de 6,01 e com tamanhos das
bandas variando de 350 pb a 4.005 pb.
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Figura 2. Visualizagdo em gel de agarose dos primers ISSR (ISSR-2, ISSR-5, ISSR-6, e ISSR-8) usando a temperatura de anelamento de 50 °C.
Para cada primer foi utilizado o ADN de quatro amostras diferentes. A primeira amostra (M) de cada gel indica o0 ADN /ladder de 1Kb.

ISSR primers (ISSR-2, ISSR-5, ISSR-6 and ISSR-8) in the agarose gel using a temperature of 50 ° C for annealing. DNA from four different plants
was used for each primer. The first sample (M) in each gel indicates a 1kb DNA ladder.

Desta forma, os primers selecionados no presente
estudo (ISSR-1, ISSR-2, ISSR-5, ISSR-6, ISSR-7,
ISSR-8, ISSR-9, ISSR-11, ISSR-12, ISSR-13, ISSR-
14 ¢ ISSR-15) poderdo ser utilizados para conferir a
estabilidade genética dos clones da cultivar ‘Italia’ em
diferentes ciclos vegetativos, assim como para
comparar a estabilidade genética de cultivares
mantidas em regides geograficas diferentes. Jing e
Wang (2013) utilizaram primers ISSRs para analisar a
diversidade genética entre 70 acessos de uvas,
dividindo-os em dois grandes grupos, o grupo de
videira selvagem chinesa, ¢ o grupo de cultivares
americana e europeia.

A alta diversidade genética na cultivar ‘Italia’
proferida por Maia et al. (2008) usando RAPD,
podera ser comparada usando os 12 marcadores de
ISSR selecionados no presente estudo, e estes
poderdo ser usados para monitorizar a estabilidade
genética da cultivar ‘Italia’. Os marcadores ISSR
foram considerados por Zeinali et al. (2012) como
adequados para diferenciar clones de uma cultivar, e
inclusive para diferenciar plantas com variagdes de
forma e cor de frutos, resultantes de mutagdes
somaticas, utilizando apenas 10 primers ISSR.
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Portanto, hd também uma expectativa de que os
primers ISSR selecionados no presente estudo
possam ser usados para discriminar as variedades de
cor (‘Rubi’, ‘Benitaka’, ‘Brasil’) e de forma de baga
(‘Redmeire’) derivadas da cultivar ‘Italia’, e a ‘Black
Star’, originada da ‘Brasil’.

CONCLUSOES

Os primers ISSR-1, ISSR-2, ISSR-5, ISSR-6, ISSR-7,
ISSR-8, ISSR-9, ISSR-11, ISSR-12, ISSR-13, ISSR-
14 ¢ ISSR-15 conseguiram anelar de maneira efetiva
no ADN das amostras de folhas jovens da cultivar
‘Italia’ de Vitis vinifera através da reagdo de PCR,
produzindo assim um numero satisfatorio de bandas
nitidas em gel de agarose 2%, com total de 106
bandas ¢ média de 8,84 por primer; o primer ISSR-05
foi 0 que apresentou um maior nimero de bandas
(13). Estes primers serdo utilizados no futuro para
analise de variabilidade genética na cultivar ‘Italia’ de
V. vinifera, bem como nos mutantes somaticos desta
cultivar.
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de variabilidade genética que pode ser usado através
de estratégias de melhoramento, por reprodugdo
sexuada.

A videira esta classificada no Grupo Cormdfitas, da
Divisdo Spermatophyta, da Subdivisao
Angiospermae, da Classe Dicotyledoneae, da Ordem
Rhamnales, da Familia Vitaceae, do Género Vitis
(Souza e Lorenzi, 2005). Segundo Sousa (1996)
dentro da familia Vitaceae o género Vitis é o Gnico de
importancia econdmica, social e historica, e a ele
pertencem todas as videiras terrestres selvagens ou
cultivadas.

A cultivar  “‘ltdlia’  (VIVC n® 5582 -
http://www.vivc.de/) tem sido considerada como
produtora de uvas finas do Brasil. Sousa (1996) relata
que esta cultivar foi obtida por Angelo Pirovano, na
Italia, por meio do cruzamento entre ‘Bicane’ (VIVC
n° 1341 - http://www.vivc.de/) e *‘Moscatel de
Hamburgo® (VIVC n° 8226 - http://www.vivc.de/),
realizado em 1911, e foi introduzida no Brasil na
década de 20. Nos anos 50, passou a ser cultivada
comercialmente no Estado de S&o Paulo, e na década
de 60 foi difundida para o norte do Estado do Parana
e outras regides desse estado. O cultivo da uva ‘Italia’
no noroeste do Parand foi iniciado pela colénia
japonesa. Os primeiros parreirais plantados no
municipio de Marialva (PR) estavam nas
propriedades de Yamanaka e Wakita, no ano de 1962,
com material propagativo oriundo do municipio de
Ferraz de Vasconcelos (SP) (Oliveira-Collet, 2003).

O Brasil ficou em 11° lugar em producdo de uva no
cenario mundial, no ano de 2011 (FAO, 2012).
Segundo o IBGE (2012) a area colhida no Brasil em
2011 foi de 80.003 ha., com rendimento médio de
18.293 Kg/ha. A viticultura é uma atividade
importante para a manutencdo da pequena
propriedade no Brasil, porque gera empregos, tanto
nos grandes empreendimentos como nas pequenas
propriedades. Os polos produtores de uvas finas de
mesa no Estado do Parand estdo nas regiGes de
Maringa, Cornélio Procopio e Londrina, destacando-
se 0s municipios de Marialva, Mandaguari, Urai e
Assai como os principais produtores (Kishino et al.,
2007). No Parand, as uvas de mesa e para
transformac&o agroindustrial - representaram 6,2% do
volume de frutas produzidas, com o0s parreirais
distribuidos em 6,1 mil hectares. As colheitas
proporcionaram 105,0 mil toneladas de uvas
(DERAL-SEAB, 2012).

A propagacdo da videira ocorre de duas formas:
sexuada (por semente) ou assexuada (por via
vegetativa). As sementes sdo Uteis para 0
melhoramento genético, para a obtencdo de novas
variedades (Hidalgo, 1993), mas, a propagacdo de
videiras através de sementes tem sido desvantajosa
para o produtor, pois as novas plantas apresentam
vigor, produtividade e qualidade dos frutos inferiores
aos da planta-mde; outro fator desvantajoso é a
demora na formacdo do fruto, para colheita. J& a
propagacdo vegetativa baseia-se na facilidade que os
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ramos tém de emitir brotos e raizes. Nesse tipo de
propagacdo, as plantas filhas tém as mesmas
caracteristicas da planta-mae, a ndo ser que ocorra
alguma mutagdo (Hidalgo, 1993).

Nas regides Norte e Noroeste do Parand sdo
cultivadas quatro variedades de uvas finas de mesa,
sendo elas: ‘Itdlia’ - coloracdo verde, e as de cor:
‘Rubi’ - coloragdo rosada (VIVC n° 22689 -
http://www.vivc.de/), ‘Benitaka’ - coloracdo rosada
intensa (VIVC n° 19816 -- http://www.vivc.de/), e
Brasil - coloracdo preta (VIVC n° 19817 -
http://www.vivc.de/). Nestas regides, o surgimento de
cultivares de cor a partir da cultivar ‘ltalia’, é
explicado pela ocorréncia de mutagdo somaética
(Camargo, 1998). A uva ‘Italia’ vem sendo mantida
por propagacdo vegetativa, sendo a ocorréncia de
mutacBes somaticas um evento frequente. A cultivar
Rubi foi descrita como origindria de mutacdo
somaética espontanea da cultivar ‘Itlia’, que ocorreu
em um parreiral do produtor Kotaro Okuyama, no
municipio de Santa Mariana, no Estado do Parana, em
1972 (Kishino e Mashima, 1980). A cultivar
‘Benitaka’ também foi descrita como originaria de
uma mutagdo somatica espontanea, sendo encontrada
pela primeira vez num parreiral de ‘Italia’, do
viticultor Sadao Takakura, em Florai, no Parana, em
1988 (Sousa, 1996), e a cultivar ‘Brasil’ ndo foi
derivada da ‘Itdlia’ como as demais, e sim por
mutacdo somatica espontanea da cultivar ‘Benitaka’,
na propriedade de Hideo Takakura, também em
Florai, no ano de 1991 (Gongalves, 1995). Mais
recentemente foram descritas duas novas variedades:
a variedade ‘Redmeire’ (ainda ndo catalogada),
apresentando bagas com formato longo-ovalado,
coloracdo roxa e delicado, sabor moscatel (Pires et
al., 2003), derivada de mutagdo somatica da cultivar
‘Italia’, e a variedade ‘Black Star’ (ainda néo
catalogada), apresentando bagas com formato
elipsoide alongado e coloragdo vermelho-escura
(Roberto et al., 2012), derivada de mutacdo somaética
da cultivar ‘Brasil’.

Algumas das mutacBes existentes sdo mantidas em
um estado quimérico, afetando apenas algumas
camadas de células individuais (Franks et al., 2002), e
o fendtipo da planta é o resultado da combinagdo em
diferentes células com genétipos diferentes.
Elementos transponiveis (TES) sao relatados como os
maiores contribuintes para estimular a variabilidade
do genoma e, em particular, para promover mutagdes
somaticas (Collier e Largaespada, 2007; Deragon et
al., 2008). Benjak et al. (2009) descreveram um alto
nimero de elementos transponiveis, e estes possuem
sequéncias gendmicas transduplicadas e amplificadas,
incluindo sequéncias de genes e fragmentos de outros
elementos moveis. Os resultados destes autores
mostram também que embora algumas familias de
transposons ja estivéssem presentes nos gendtipos das
espécies de videiras selvagens européias e
americanas, eles tem sido amplificados e tem sido
ativamente transpostos acompanhando a
domesticacdo e o melhoramento deste grupo. Ainda



tem sido considerado que a exposi¢do das folhas da
cultivar ~ ‘Itdlia” a determinados fungicidas,
agrotoxicos frequentemente aplicados para o controle
de doencas comuns em parreirais da regido (Collet,
informacdo pessoal), possa estar induzindo mutagdes
de ponto e/ou quebras cromossdmicas, contribuindo
ainda mais, para promover a instabilidade genética
nas parreiras de uvas do grupo ‘Italia’.

Nas cultivares ‘Italia’, “‘Rubi’, ‘Benitaka’, e ‘Brasil’, a
analise de isozimas indicou uniformidade genética
(Oliveira-Collet et al., 2005), mas a andlise de
fragmentos aleatorios de ADN amplificados por PCR
(Polymerase  Chain  Reaction) mostrou um
polimorfismo de ADN alto (Maia et al., 2008),
indicando que mutacdes somaéticas ocorrem com
frequéncia alta. Outras indicacGes também contrariam
a uniformidade genética nas cultivares de ‘Italia’: a
alta proporcdo de alelos nulos (53,2%) descrito por
Orasmo et al. (2007) no locus Est-3 de uma
carboxilesterase, e a alta proporcdo de plantas com
quimeras com potencial para disseminar, por
propagacdo vegetativa, sdo cultivares geneticamente
divergentes (Maia, 2009).

A confiabilidade da técnica utilizando marcadores
RAPD, usada por Maia et al. (2008), que indicou um
polimorfismo alto em clones das cultivares ‘Italia’,
‘Rubi’, ‘Benitaka’ e ‘Brasil’, tem sido questionada
(Harris, 1999), principalmente devido a baixa
especificidade dos primers e a repetibilidade dos
resultados obtidos. Harris (1999) sugere também que
dados obtidos por RAPD, podem ser inexatos devido
ao uso de protocolos diferenciados nos estudos. Além
disso, comparacBes entre diferentes estudos com
RAPD sdo dificeis, uma vez que a selecdo de primers
é diferente, além da quantidade e da analise de dados
obtidos, a ndo ser que as analises sejam feitas pelo
mesmo investigador e sob as mesmas condicoes.

Por isso, a proposta no presente estudo foi selecionar
primers, ISSR (Inter Simples Sequences Repeats) em
plantas da cultivar ‘Italia’, para avaliar a progressao
de mutacBes somaticas no decorrer de propagactes
vegetativas. As ISSRs sdo sequencias de ADN de 100
a 3.000 pb amplificados via PCR usando um Unico
primer (16-20 pb) construido a partir de sequéncias
de microssatélites. As etapas de obtencdo desses
marcadores sdo a extracdo e amplificacdo via PCR do
ADN, eletroforese em géis de poliacrilamida ou
agarose e visualizacdo do polimorfismo por auto-
radiografia, coloracdo com prata ou fluorescéncia
(geéis de poliacrilamida) ou por coloragdo com
brometo de etidio sob luz ultravioleta (géis de
agarose). As principais vantagens dos ISSRs sdo a
geracdo de grande nimero de sequéncias informativas
por reacdo (sequéncias polimorficas), e o fato dos
primers serem especificos para sequéncias simples
repetitivas (SSR) do genoma; os primers ISSR séo
maiores (formados por mais de 10 pb) apresentando
maior superficie de ancoragem do que 0s primers
para RAPD, e possuem temperaturas de ligacdo dos
primers mais altas, aumentando a reprodutibilidade
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dos produtos de ISSR (Tsumura et al., 1996). Em
videira os marcadores ISSR foram previamente
utilizados por Herrera et al. (2002) que conseguiram
discriminar 7 cultivares com 11 primers ISSR.
Argade et al. (2009) utilizando 14 primers ISSR
conseguiram um total de 119 bandas em gel de
agarose a 1,5% corado com brometo de etidio, dos
quais 79% eram polimorficos.

A selecdo de primers especificos para sequencias
internas de locus SSR em plantas da cultivar ‘Italia’
sera importante para estudar a diversidade genética
destas plantas coletadas no ano de 2012, e em anos
subsequentes. Os primers ISSR, considerados como
estaveis e reproduziveis, serdo importantes para
avaliar a evolucdo de possiveis mutagbes somaticas
durante o progresso dos ciclos de propagacdo. No
presente estudo, os objetivos foram: a) estabelecer os
procedimentos adequados para extrair e quantificar o
ADN das plantas da cultivar ‘ltdlia’ que foram
coletadas em cinco propriedades rurais de Marialva
(PR); b) selecionar primers ISSR-PCR, a partir de
testes realizados com 15 dos 30 primers que compde
0 banco disponivel no laboratério de Cultura de
Tecidos e Eletroforese de Vegetais; c) padronizar as
reacdes de quantificacdo de ADN e de ISSR-PCR
para a obtencdo de melhores resultados quanto a
avaliacdo das plantas da cultivar ‘Italia’.

MATERIAIS E METODOS
Material utilizado

As amostras (folhas jovens) da cultivar ‘Italia” de
Vitis vinifera, foram coletadas em 4 propriedades
rurais do municipio de Marialva localizado na regido
noroeste do Parang; foram coletadas 15 amostras por
sitio: 1) Sitio Humberto Feltrin. Localizagdo: Estrada
Carana, km 3, municipio de Marialva. Coordenadas
geogréaficas: 23°30°56” sul, 51°47°57” oeste; 2) Sitio
José Carlos Rolla. Localizagdo: Estrada Marialva, km
3, municipio de Marialva. Coordenadas geograficas:
23°30’32” sul, 51°49°01” oeste; 3) Sitio Paulo Cezar
Antunes da Silva. Localizacdo: Estrada Uvarana, km
1, municipio de Sarandi. Coordenadas geogréaficas:
23°24’49” sul, 51°48°54” oeste; 4) Sitio Nei
Cazelato. Localizacdo: Estrada Professor Paulinho,
municipio de Marialva. Coordenadas geogréaficas:
23°27°37” sul, 51°46°28” oeste.

As amostras de folhas jovens de cada planta (15
plantas por sitio) foram acondicionadas em sacos de
papel aluminio e mantidas no gelo em caixa de
isopor. No laboratério estas folhas foram congeladas
rapidamente com nitrogénio liquido e guardadas na
camara a -80 °C, até 0 momento da extracdo do ADN.

Extracéo de ADN

Para a extracdo do ADN das folhas, foi utilizado a
metodologia descrita por Thomas e Scott (1993) com
algumas modificacBes, para facilitar o processo de
extracdo; o protocolo foi dividido em trés etapas:



Primeira etapa - 100 mg de folhas de cada amostra foi
pulverizada com nitrogénio liquido e o pd obtido foi
distribuido em 4 microtubos de 2 mL e
homogeneizado com 1500 pL de tampdo de extragdo
‘A’ (Quadro I). Ap6s a homogeneizacéo, foi realizada
a centrifugacéo a 4 °C, durante 10 minutos, com 4.000
X @. Apbés a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e em cada tubo foi adicionado 750 pL do
tampdo ‘B’ (Quadro I). Apdés a homogeneizagéo, os
tubos foram incubados em banho-maria a 37 °C,
durante 30 minutos, sendo levemente agitados a cada
5 minutos. ApoOs este periodo, o0s tubos foram
retirados do banho-maria e mantidos em temperatura
ambiente.

QUADRO |
Composicéo dos tampdes ‘A’ e ‘B’ utilizados para extra¢do de

ADN de folhas de uva

Buffers 'A" and 'B' used for DNA extraction of grape leaves

Reagentes Tampdo de Tampdo de
extracgao ‘A’ extracgao ‘B’
PVP-40 2,5% 2,5%
NaCl 0,25M 05M
Tris HCI pH 7,0 - 02M
Tris HCI pH 8,0 0,25M -
EDTA 50 mM 50 mM
3-mercaptoetanol 0,1% 1%
Sarcosil - 3%
Etanol - 20%
H,O MiliQ g.s.p. g.s.p.

Em seguida, foi adicionado 750 pL de cloroférmio:
alcool isoamilico (preparado na proporcdo de 24:1) e
0s tubos foram agitados durante 3 minutos. Em
seguida foram centrifugados a temperatura ambiente
por 12 minutos com 16.000 x g. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi recuperado e a este
foi adicionado 0,54 vezes o volume de isopropanol.
Apos algumas inversdes, os tubos foram novamente
centrifugados como anteriormente, obtendo-se o
pellet no fundo do tubo. O sobrenadante foi
descartado, o pellet foi seco a temperatura ambiente e
a este foi adicionado 200 pL de TE (Tris/HCI 10 mM
e EDTA 1 mM pH 8,0). O ADN foi ressuspendido e
armazenado no frigorifico a 4 °C.

Segunda etapa - Em cada tubo, foi adicionado 2 pL
de RNAse (20 ng/uL), e estes foram mantidos por 30
minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo,
foi acrescentado 100 pL de acetato de aménio 7,5 M
e, apos algumas inversdes, os tubos foram
centrifugados a temperatura ambiente por 12 minutos
com 16.000 x g. Os sobrenadantes obtidos foram
transferidos para tubos novos e a eles foi adicionado
0,54 vezes o volume de isopropanol. Os tubos foram
armazenados over night na camara frigorifica a -20
°C.

Terceira etapa - Em seguida, foi realizada uma
centrifugacdo & temperatura ambiente por 12 minutos
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com 16.000 x g obtendo-se o pellet. O sobrenadante
foi descartado e o pellet foi lavado com 300 pL de
etanol 70 % gelado. Apds a lavagem, realizou-se uma
centrifugacgdo a 4 °C, por 12 minutos, com 16.000 x g.
O sobrenadante foi vertido delicadamente e os tubos
foram colocados na estufa a 37 °C até que todo o
etanol fosse evaporado. O pellet foi ressuspendido em
50 pL de TE e os tubos vedados com parafilm, e
armazenados em frigorifico a 4 °C.

Quantifica¢do das amostras

Apds a extragdo do ADN das amostras, foi realizada a
quantificacdo. Para quantificar o ADN das amostras
foram wusados 3 métodos. No espectrofotdmetro
Picodrop®, as amostras foram pipetadas e colocadas no
aparelho, que através da absorbancia de luz que as
mesmas apresentavam, mediu a quantidade de ADN
presente em cada amostra. Outro método testado foi a
quantificacdo por eletroforese no gel de agarose a
0,8% e ainda pelo Fluorimetro Qubit® que capta a
fluorescéncia emitida pela amostra tratada com
fluoréforos e faz a quantificacao.

Sele¢do de primers ISSR

Foram testados 15 primers ISSR (Quadro Il) para
amplificar as amostras de ADN por PCR, utilizando-
se 2 yL de ADN npurificado, 0,2 puL de Tag-DNA
Polimerase Platinum (Invitrogen), 0,4 pL de cada
primer, 0,8 puL de dNTP, 1,6 uL de MgCl,, 2 pL de
tampao de reacdo 1X (10 mM de Tris-HCI, pH 8,8) e
adgua mili-Q para um volume final de 20 pL de
solucdo.

QUADRO I

Primers ISSR testados para amplificar ADN de folhas da cultivar
‘Italia’, suas respectivas sequéncias de nucleotideos, e o nimero de
bandas obtidas em cada um dos primers, para as diferentes
amostras de ADN da cultivar ‘Italia’ usando uma temperatura de
anelamento de 50 °C

ISSR primers to amplify DNA from leaves of the ‘Italia’ cultivar,
their nucleotide sequences, and the number of bands observed with
each primer for the different DNA samples of the ‘Italia’ cultivar
using an annealing temperature of 50 ° C

Primers  Sequéncia de Ndmero de
ISSR Nucleotideos Bandas Obtidas
ISSR-1 (AC)TT 8
ISSR-2 (ACYAG 7
ISSR-3 (AC)TG nd
ISSR-4 (GACA), nd
ISSR-5 (AC)AA 13
ISSR-6 (AG)TA 7
ISSR-7 (AG)GA 6
ISSR-8 (ACTC), 10
ISSR-9 (TG)sGG 7
ISSR-10 (CTC)s nd
ISSR-11 (AC)sCA 12
ISSR-12 (AG)sGCT 9
ISSR-13 (AC),CC 9
ISSR-14 (AC)CT 10
ISSR-15 (AC)GA 8
Total 106




Segundo a literatura a temperatura de ligagdo dos
primers para os ISSR em videira ronda os 50 °C,
Alizadeh et al. (2008) consideram varia¢des entre os
44,6 °C e os 55 °C, enquanto Moreno ef al. (1998) e
Nookaraju e Agrawal (2012) consideram 52 °C. Por
isso, primeiramente foram testados todos os primers a
temperatura de anelamento de 50 °C, e posteriormente
a temperatura foi modificada para valores entre os 48
°CeSI°C.

Apdés a PCR, as amostras foram submetidas a
eletroforese utilizando gel de agarose a 2% corado
com brometo de etidio e visualizado com luz
ultravioleta, utilizando o equipamento Ultraviolet
Transilluminador High Performance - Edas 290 com
o programa Kodak 1D 3.5. Para cada primer foi
utilizado o ADN de 3 plantas diferentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A coleta das folhas jovens da cultivar ‘Italia’ de V.
vinifera e a extragdo do ADN das mesmas foram bem
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sucedidas, ¢ o método de quantificagdo escolhido foi
o espectrofotdmetro para microvolumes Picodrop®,
que conseguiu quantificar todas as amostras. O
Picodrop® ¢ um espectrofotometro UV-Visivel para a
area de biociéncias; ideal para medir poucos
microlitros de amostra, dispensa diluigdo, permite
realizar leituras em apenas 2 pul. de ADN, ARN
(Acido Ribonucleico) e proteinas com excelente
exatiddo e precisdo em uma faixa de leitura que vai de
230 a 850 nm. O Picodrop® permite ainda realizar
ensaios de cinética simples; este aparelho permite que
a amostra seja integralmente recuperada, apds a
leitura, sem contaminag@o ou evaporacdo, € o tempo
de manipulagdo ¢ de 3 segundos (Analytica, 2011). A
quantificacdo por eletroforese no gel de agarose a
0,8% mostra a integridade do ADN gendmico das
amostras (Figura 1). As concentragdes de ADN
variaram de 50 a 400 ng/uL’. Para as reagdes de
amplificagdo, o ADN de cada amostra foi diluido para
a concentragdo de 10 ng pL™, e foi usado 2 pL (20
ng) de ADN de cada amostra.
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Figura 1. Gel de agarose 0,8% utilizado para quantificagdo das amostras de ADN da cultivar ‘Itdlia’. As amostras 1 e 2 sdo ADN de fago A
utilizadas como padrdo de concentragdo com 50 e 100 ng, respectivamente. As demais amostras (3 — 14) sio ADN de plantas diferentes.

Agarose gel (0.8%) used for quantification of the DNA samples of the cultivar ‘Italia’. Samples 1 and 2 are . phage DNA used as standard
concentrations of 50 and 100 ng, respectively. The samples 3-14 are DNA from different plants.

A temperatura considerada como mais adequada para
realizar a ligagdo dos primers durante a amplificagdo
foi 50 °C. Usando a temperatura de 50 °C foi possivel
selecionar os primers ISSR-1, ISSR-2, ISSR-5, ISSR-
6, ISSR-7, ISSR-8, ISSR-9, ISSR-11, ISSR-12, ISSR-
13, ISSR-14 e ISSR-15, que amplificaram sequéncias
de ADN nitidas e bem definidas no gel de agarose
2%, nas amostras da cultivar ‘Italia’ (Figura 2).
Usando as temperaturas de 48, 49, ¢ 51 °C nao foi
possivel identificar bandas nitidas no gel de agarose,
embora outras temperaturas de ligagdo dos primers
tenham sido descritas como adequadas para
amplificar ISSRs em genotipos de videiras. Herrera et
al. (2002) descreveram a temperatura de 55 °C, e Jing
e Wang (2013) descreveram temperaturas entre 52 a
58 °C como adequadas para amplificar ISSR em
diferentes cultivares de V. vinifera.

A Figura 2 mostra exemplos de primers ISSR (ISSR-
2, ISSR-5, ISSR-6, ISSR-8) no gel de agarose, que
apresentaram bandas nitidas a temperatura de
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anelamento de 50 °C; foram observadas varias bandas
em cada um dos quatro primers. O primer ISSR-5 foi
0 que gerou um numero maior de regides ISSR
amplificadas (Quadro II). O total de bandas distintas
obtidas foi de 106, média de 8,84 bandas por primer.
Virias regides ISSR amplificadas, que sdo geralmente
apontadas como bandas, tem sido evidenciadas para
outras espécies de plantas por Tsumura et al. (1996).
Para plantas do género Vitis (V. vinifera, V. labrusca,
e V. rotundifolia) cultivadas na India, Dhanorkar ef al.
(2005) identificaram 139 segmentos usando 13
primers ISSR. Jing ¢ Wang (2013) conseguiram um
total de 119 bandas, variando de 100 a 2.000 bp com
uma média de 11,9 bandas por primer, das quais 118
(99,16%) sdo polimoérficas. Nookaraju e Agrawal
(2012) utilizando também marcadores ISSR em
videiras da cultivar ‘Crimson Seedless’, obtiveram
134 bandas distintas, um niimero de 2 a 16 bandas por
primer, com uma média de 6,01 e com tamanhos das
bandas variando de 350 pb a 4.005 pb.
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Figura 2. Visualizagdo em gel de agarose dos primers ISSR (ISSR-2, ISSR-5, ISSR-6, e ISSR-8) usando a temperatura de anelamento de 50 °C.
Para cada primer foi utilizado o ADN de quatro amostras diferentes. A primeira amostra (M) de cada gel indica o ADN ladder de 1Kb.

ISSR primers (ISSR-2, ISSR-5, ISSR-6 and ISSR-8) in the agarose gel using a temperature of 50 ° C for annealing. DNA from four different plants
was used for each primer. The first sample (M) in each gel indicates a 1kb DNA ladder.

Desta forma, os primers selecionados no presente
estudo (ISSR-1, ISSR-2, ISSR-5, ISSR-6, ISSR-7,
ISSR-8, ISSR-9, ISSR-11, ISSR-12, ISSR-13, ISSR-
14 e ISSR-15) poderdo ser utilizados para conferir a
estabilidade genética dos clones da cultivar ‘Italia’ em
diferentes ciclos vegetativos, assim como para
comparar a estabilidade genética de cultivares
mantidas em regides geograficas diferentes. Jing e
Wang (2013) utilizaram primers ISSRs para analisar a
diversidade genética entre 70 acessos de uvas,
dividindo-os em dois grandes grupos, o grupo de
videira selvagem chinesa, e o grupo de cultivares
americana e europeia.

A alta diversidade genética na cultivar ‘ltalia’
proferida por Maia et al. (2008) usando RAPD,
poderd ser comparada usando os 12 marcadores de
ISSR selecionados no presente estudo, e estes
poderdo ser usados para monitorizar a estabilidade
genética da cultivar ‘Itdlia’. Os marcadores ISSR
foram considerados por Zeinali et al. (2012) como
adequados para diferenciar clones de uma cultivar, e
inclusive para diferenciar plantas com variagBes de
forma e cor de frutos, resultantes de mutacBes
somaticas, utilizando apenas 10 primers ISSR.
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Portanto, ha também uma expectativa de que os
primers ISSR selecionados no presente estudo
possam ser usados para discriminar as variedades de
cor (‘Rubi’, ‘Benitaka’, ‘Brasil’) e de forma de baga
(‘Redmeire’) derivadas da cultivar ‘Italia’, e a ‘Black
Star’, originada da ‘Brasil’.

CONCLUSOES

Os primers ISSR-1, ISSR-2, ISSR-5, ISSR-6, ISSR-7,
ISSR-8, ISSR-9, ISSR-11, ISSR-12, ISSR-13, ISSR-
14 e ISSR-15 conseguiram anelar de maneira efetiva
no ADN das amostras de folhas jovens da cultivar
‘Italia’ de Vitis vinifera através da reacdo de PCR,
produzindo assim um numero satisfatério de bandas
nitidas em gel de agarose 2%, com total de 106
bandas e média de 8,84 por primer; o primer ISSR-05
foi 0 que apresentou um maior nimero de bandas
(13). Estes primers serdo utilizados no futuro para
analise de variabilidade genética na cultivar ‘Italia’ de
V. vinifera, bem como nos mutantes somaticos desta
cultivar.
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