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RESUMO - Com objetivo de estudar diversidade genética e identificar marcadores associados a resisténcia ao mildio (Plasmopara viticola) e ao
oidio (Uncinula necator), foram analisadas as cultivares de videira A 1976, CG 87746, CNPUV 154-27, Crimson Seedless, Gota de Ouro, Italia, Seyve
Villard 12327 e Seyve Villard 12375. As analises de polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP) seguiram as etapas de digestdo,
ligacdo, pré-amplificagdo e amplificagdo. Efetuou-se a separagao dos fragmentos amplificados em gel de 7% de poliacrilamida desnaturante (uréia
7M) e colorag@o com nitrato de prata. A similaridade foi estimada com base no coeficiente de Jaccard, ¢ a agregacgdo, por UPGMA. Foi gerada uma
matriz de similaridade com bom ajustamento da agregacao (r = 0,84). Os agrupamentos obtidos corresponderam a origem e classificagdo botanica das
cultivares. Foram identificadas 15 marcas dissimilares associadas a resisténcia, sendo oito para mildio e sete para oidio.

Termos para indexacéo: videira, marcadores AFLP, resisténcia a doengas, mildio, oidio.

GENETIC DIVERSITY AND IDENTIFICATION OF AFLP MARKERS ASSOCIATED WITH DISEASES
RESISTANCE IN GRAPEVINE

ABSTRACT - The grapevine cultivars A 1976, CG 87746, CNPUV 154-27, Crimson Seedless, Gota de Ouro, Italia, Seyve Villard 12327 and Seyve
Villard 12375 were analyzed to establish the genetic relationship and to identify markers associated with resistance to downy mildew (Plasmopara
viticola) and powdery mildew (Uncinula necator). The amplified fragment lenght polymorphism (AFLP) analysis comprise the steps of digestion,
ligation, preamplification and amplification. The amplified fragments were separeted on a 7% denaturing polyacrylamide gel (7M urea) and silver
stained. The similarity was estimated using Jaccard’s coefficient and the clustering was estimated by UPGMA.. A similarity matrix was generated with
a good fit for aggregation (r = 0,84). The clusters corresponded to origin and botany classification of the cultivars. Fifteen markers were associated
with resistance, eight for downy mildew and seven for powdery mildew.

Index terms: grapevine, AFLP markers, disease resistance, downy mildew, powdery mildew.

INTRODUCAO

Os marcadores moleculares sdo entidades herdaveis passiveis
de utilizagdo na selecao de plantas. Dentre as aplicagdes dos marcadores
moleculares no melhoramento vegetal, estd a selegdo assistida de
caracteristicas de importancia agrondmica, a qual se fundamenta no
mapeamento e associacdo de marcadores a genes que controlam essas
caracteristicas de interesse. Por conseguinte, o sucesso da selecdo
assistida por marcadores (MAS) depende do mapeamento preciso de
regides do genoma associadas a estas caracteristicas (Milach, 1998).

A MAS tem potencial para aumentar a eficiéncia de selecao
por permitir avaliagdo e selegdo antecipada e por reduzir o tamanho da
populagdo de plantas usada durante a selecdo. Segundo Staub et al.
(1996), possivelmente, as melhores oportunidades de aplicagdo com
sucesso da MAS estejam no melhoramento para resisténcia as doengas,
especialmente quando diversos genes controlam a resisténcia,
envolvendo interagdes complexas, e onde a piramidizagdo de genes ¢
desejavel. Para culturas perenes, ¢ uma metodologia extremamente
atraente, tendo em vista o tempo necessario para completar uma geragao
ou ciclo de melhoramento de tais espécies. A perspectiva € tornar mais
eficiente a selecdo pelo aumento de ganho genético por unidade de
tempo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A videira estd sujeita a ocorréncia de diversas doengas
fungicas, as quais reduzem a quantidade e a qualidade da fruta
produzida, podendo, em determinadas situacdes, inviabilizar a cultura.
O mildio (Plasmopara viticola) e o oidio (Uncinula necator) estdo
entre as principais doencgas fingicas que atacam a videira no Brasil. O
mildio pode causar sérios prejuizos nas épocas do ano com precipitagdo
pluviométrica elevada. No caso do oidio, a incidéncia é mais importante
nas areas tropicais, durante o periodo seco.

As diversas espécies do género Vitis ndo reagem a patdgenos
de forma similar. Em geral, as cultivares de V. vinifera sdo bastante
suscetiveis a patogenos e pragas. Por outro lado, as videiras americanas
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(V. labrusca) e hibridas e outras espécies de Vitis sdo tolerantes ou
mesmo resistentes a patdgenos. Nesta linha, Reisch & Pratt (1996) citam
V. aestivalis, V. cinerea ¢ V. labrusca, como fontes de resisténcia ao
mildio, e V. cinerea e V. rupestris, como fontes de resisténcia ao oidio.

Buscando explorar a variabilidade genética, os programas de
melhoramento de videira tém lancado cultivares que, além dos atributos
de produtividade e qualidade, agreguem a resisténcia a doengas, em
vista do apelo crescente em favor da saude de produtores e
consumidores e da sustentabilidade ambiental e econdomica das
atividades agricolas.

Os marcadores gerados pela analise de polimorfismos de
comprimento de fragmento amplificado (AFLP), descrita por Vos et al.
(1995), associam os polimorfismos gerados por enzimas de restricdo
com a capacidade de deteccdo da técnica de PCR. O DNA total da
planta ¢ clivado por enzimas de restri¢do, originando um ntimero
extremamente elevado de fragmentos que, em func¢ao da concentragao,
nao sdo detectados em eletroforese. Pequenas seqiiéncias de DNA
(adaptadores) sdo acopladas as extremidades desses fragmentos de
restri¢do, as quais se anelardo com primers especificos, durante a PCR
(pré-amplificacdo e amplificacdo seletiva). Os fragmentos gerados sdo
entdo separados por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante.

A técnica de AFLP apresenta vantagens comparativas, tais
como detecc¢ao de maior numero de /dcus, cobertura ampla do genoma
e baixo custo (Lopes et al., 2002). A estratégia de exploragdo conjugada
dos marcadores AFLP e SSR, predominante na literatura, estabelece
condi¢des para a confecgdo de mapas genéticos saturados e cria
oportunidades para agdo integrada com outras equipes envolvidas com
amesma problematica em videira.

Pauquet etal. (2001) construiram, com marcadores AFLP, mapa
genético ao redor do gene Runl (resisténcia ao oidio). Trés marcadores
foram selecionados para uso na selecao assistida (Emhbl, Embd4 e
Emfd3). Em outro mapa genético, Dalb¢d et al. (2001), utilizando
marcadores RAPD e AFLP, encontraram QTL que explicava 41% da
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variag@o observada e localizaram dois marcadores associados com a
resisténcia ao oidio.

Os marcadores AFLP também tém apresentado bons resultados
para outras aplicagdes, como caracteriza¢do da variagdo somaclonal
decorrente da cultura de tecidos e orgdos vegetais (Popescu et al.,
2002), identifica¢@o de mutantes (Scott et al., 2000) e analise de quimeras
(Franks et al., 2002), ratificando a utilidade dessa ferramenta de analise
genética.

O objetivo deste trabalho foi estudar, mediante a aplicacdo da
técnica de AFLP, a diversidade genética de cultivares de videira e
identificar marcadores associados a resisténcia ao mildio ¢ ao oidio.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas as cultivares A 1976, CG 87746, CNPUV 154-
27, Crimson Seedless, Gota de Ouro, Italia, Seyve Villard 12327 e Seyve
Villard 12375. Este conjunto de gendtipos apresenta diferentes niveis
de suscetibilidade a mildio e oidio e tem sido amplamente utilizado no
programa de melhoramento genético de videira da Embrapa Uva e Vinho
com o objetivo de desenvolver novas cultivares de uvas apirénicas
(sem sementes) (Tabela 1).

TABELA 1 - Cultivares de videira analisadas: origem e reagdo ao mildio

e ao oidio.
Cultivares Classificacao Suscetibilidade’
botanica Mildio Oidio
A 1976 Hibrido complexo' R S
CG 87746 Vitis vinifera S S
CNPUV 154-27 Hibrido complexo' R S
Crimson Seedless Vitis vinifera S S
Gota de Ouro Vitis labrusca R S
Italia Vitis vinifera S S
Seyve Villard 12327  Hibrido complexo' R S
Seyve Villard 12375  Hibrido complexo' R R

'Ascendéncia: V. labrusca, V. rupestris, V. aestivalis, V. cinerea e V. vinifera.
2R = resistente, notas 1 ou 3, e S = suscetivel, notas 7 ou 9.

Fonte: Camargo, U.A. (Com. pessoal). BAG Uva, Embrapa Uva ¢ Vinho, B.
Gongalves-RS.

Foi utilizado o AFLP Analysis System II/ AFLP Small Genome
Primer Kit (Invitrogen Corporation). Compunham o kit oito primers
especificos para a regido clivada pela enzima Mse I (finais CAA, CAC,
CAG, CAT, CTA, CTC, CTG ¢ CTT) e oito para a regido clivada pela
enzima EcoR I (finais AA, AC, AG, AT, TA, TC, TG, TT), possibilitando
um total de 64 combinag¢des de pares de primers.

O DNA proveniente de amostras, compostas de seis a oito
folhas jovens, de cada um dos genotipos, foi extraido de acordo com o
protocolo proposto de Lodhi et al. (1994), no Laboratério de Biologia
Molecular, da Embrapa Uva e Vinho, em Bento Gongalves-RS, e enviado
para o Laboratorio de Melhoramento de Plantas - LAMP, Centro de
Energia Nuclear na Agricultura - CENA, Universidade de Sao Paulo -
USP, em Piracicaba-SP, onde o trabalho foi realizado. Nas analises de
AFLP, foram seguidas as seguintes etapas: digestdo do DNA com as
enzimas EcoR 1 e Mse I; ligagdo dos fragmentos de DNA com
adaptadores; pré-amplifica¢ao e amplifica¢@o das amostras com os pares
(combinagdes) de primers. Estes procedimentos foram realizados de
acordo com a metodologia recomendada pelo fabricante do kit.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de
poliacrilamida desnaturante, aplicado em cuba de eletroforese vertical
grande, modelo Hoefer SQ3 Sequencer (Pharmacia Biotech). A coloragédo
dos géis, através da utilizacdo de nitrato de prata, foi feita de acordo
com a metodologia apresentada por Creste et al. (2001). Foram realizadas
39 corridas, cada uma delas incluindo quatro ou cinco combinagdes de
primers, chegando a ser executadas até cinco repeti¢cdes de cada uma
das 64 combinag¢des de primers disponiveis.

Efetuou-se uma série de ajustes com a finalidade de melhorar a

nitidez e o padrdo das bandas produzidas, alterando-se a concentracio
da acrilamida (de 6 para 7%), o tempo de corrida (de 120 para 150 minutos)
¢ a poténcia da fonte (de 50 para 55W). O resultado das analises foi
documentado, sendo feita a selecdo das melhores combina¢des de
primers, no que se refere a resolugdo produzida e ao polimorfismo das
bandas geradas. Os fragmentos de DNA gerados pelas analises de
AFLP foram avaliados mediante inspe¢do visual dos géis. Foram
atribuidos escores, como uma caracteristica binaria, por presenga (1)
ou auséncia (0). Os dados obtidos foram analisados empregando o
programa NTSY Spc, versdo 2.02¢g (Rohlf, 1997).

A matriz de similaridade foi calculada com base no coeficiente
de Jaccard [GS(ij)=a/(a+b+¢), onde GS(ij) ¢ a medida da similaridade
entre individuos i ¢ j; a ¢ o nimero de bandas polimorficas que sdo
compartilhadas por i e j; b € o numero de bandas presentes em i e
ausentes em j; e ¢ ¢ o nimero de bandas presentes em j e ausentes em
i]. Os dados gerados foram utilizados na analise de agrupamento pelo
método UPGMA. O ajustamento da agregacdo obtida foi verificado
pela comparag@o da matriz de similaridade genética original com a matriz
cofenética dela derivada (correlagdo cofenética).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras analisadas, somente aquelas correspondentes a
‘Gota de Ouro’ ndo apresentaram um perfil eletroforético aceitavel. Pode-
se supor, neste caso, que a natureza do problema esteja associada a
qualidade do DNA extraido, pois, diferentemente das demais, esta
cultivar ¢ uma V. labrusca pura e, possivelmente, requeira algum ajuste
no protocolo de extragdo. Assim, pelo fato de praticamente na totalidade
dos géis terem sido observadas falhas deste gendtipo ou terem sido
incluidas apenas as restantes sete cultivares, na montagem dos
arquivos correspondentes aos escores e nas subseqiientes analises
dos dados relativos ao estudo de diversidade genética, optou-se pela
ndo-inclusdo dos dados referentes a este material.

Os melhores géis foram obtidos com acrilamida a 7% e uréia
7M, tempo de corrida de 150 minutos ¢ poténcia ajustada para 55W. A
analise das imagens digitalizadas dos 31 géis de melhor qualidade
possibilitou selecionar, dentre as 64 combinagdes de primers, as que
produziram melhor resolug@o e polimorfismo de bandas. Conforme ¢
apresentado na Tabela 2, foram localizadas 236 marcas dissimilares como
produto da analise dos géis referentes as consideradas 14 melhores
combinacgdes de primers.

TABELA 2 - Combinagdes de primers selecionadas pela definicdo e

polimorfismo.

Combinacdes ~ Numero de bandas (participacao relativa em %)
de primers Dissimilares Similares Total
AA+CAC 14 (40) 21 (60) 35
AA+CTT 6 (32) 13 (68) 19
AC+CAC 19 (63) 11 (37) 30
AC+CAG 16 (42) 22 (58) 38
AC+CAT 24 (51) 23 (49) 47
AC+CTT 22 (52) 20 (48) 42
AG+CAC 18 (42) 25 (58) 43
AG+CAG 13 (36) 23 (64) 36
AT+CAC 21 (55) 17 (45) 38
TA+CAC 24 (63) 14 (37) 38
TA+CAT 11 (44) 14 (56) 25
TC+CAC 20 (50) 20 (50) 40
TG+CAC 14 (39) 22 (61) 36
TG+CAG 14 (37) 24 (63) 38

Total 236 (47) 269 (53) 505

ATabela 3 mostra a matriz de similaridade calculada. Os valores
cofenéticos derivados da matriz de similaridade sdo apresentados na
Tabela 4. Obteve-se r = 0,84 para correlagao cofenética, o que indica
bom ajuste (0,8 < r < 0,9) para esta medida de qualidade ou de
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FIGURA 1 - Representacgdo do relacionamento genético entre as cultivares baseado nas analises de AFLP.

ajustamento da agregagao.

Havia a expectativa de que a genotipagem feita gerasse
agrupamentos que correspondessem a origem ou classificagdo botanica
das cultivares em estudo. Como pode ser observado no dendograma
obtido (Figura 1), foram agregados os materiais com relacionamento
genético mais proximo (Tabela 1). A eficiéncia na caracterizagdo de
recursos genéticos, via aplicagdo de marcadores AFLP, tem sido atestada
em outros trabalhos com videira (Sensi et al., 1996; Cervera et al., 1998;
Cerveraetal.,2001; Fanizza et al., 2003).

TABELA 3 - Similaridade entre genotipos baseada nas analises de AFLP.

Cvs. SV SV Crimson Itdlia 154-27 A 1976 CG
12375 12327 87746
SV 1
12375
SV 0,598 1
12327
Crimson 0,362 0,294 1
Italia 0,410 0,414 0,576 1
154-27 0,519 0,432 0,520 0,505 1
A1976 0,468 0,388 0,466 0,470 0,528 1
CG 0,453 0,382 0,572 0,564 0,598 0,552 1

87746

TABELA 4 - Valores cofenéticos derivados da matriz de similaridade.

Cyvs. SV SV Crimson Italia 154-27 A 1976 CG
12375 12327 87746

SV 1

12375

SV 0,598 1

12327

Crimson 0,412 0,412 1

Ttalia 0,412 0,412 0,576 1

154-27 0,412 0,412 0,540 0,540 1

A1976 0412 0412 0,506 0,506 0,506 1

CG 0,412 0,412 0,540 0,540 0,598 0,506 1

87746

TABELA 5 - Marcas derivadas de AFLP, relacionadas a reagdo ao mildio
¢ ao oidio.

Presenca de bandas para mildio (M) e oidio

Combinacdes de (O) e numero de pares de base de cada marca

primers Resisténcia Suscetibilidade
AA+CAC M -370) (M - 340)
AA+CTT (0-410)
AC+CAC (M - 380)
AC+CAG (M - 460)
AC+CTT (O -510)
AG+CAC (M -330) (O -220)
AG+CAG (O - 560)

AT+CAC (M - 350)

TA+CAC (O -310) (O -410)
TG+CAC M -410) (M-300) (O -390)

Foram ainda identificadas 15 marcas dissimilares para
resisténcia/suscetibilidade, sendo oito para mildio e sete para oidio,
coincidentes com a avaliagdo fenotipica das cultivares em estudo, como
apresentado na Tabela 1. As marcas para mildio foram localizadas com
os primers AA+CAC (duas marcas), AC+CAC, AC+CAG, AG+CAC,
AT+CAC e TG+CAC (duas marcas). As marcas para oidio foram
localizadas com os primers AA+CTT, AC+CTT, AG+CAC, AG+CAG,
TA+CAC (duas marcas) e TG+CAC (Tabela 5). Para ilustrar, a Figura 2
mostra um gel obtido com a combinagdo AG+CAC, onde foram
identificadas marcas para mildio e oidio, caracterizadas pela presenga
de bandas nos materiais resistentes e auséncia nos suscetiveis. Os
marcadores identificados no trabalho deverao ser futuramente avaliados
em bulks contrastantes das populagdes que segreguem para estas
caracteristicas.

400 bp :
300 bp :
_> -

'

g _
200 bpa ' '
— > ;

FIGURA 2 - Analise de AFLP da combinagdo AG + CAC. Sdo indicados
marcadores para resisténcia ao mildio (M) e ao oidio (O).
L- DNA /adder 100 bp; B- branco; 1- ‘Gota de Ouro’; 2-
‘Seyve Villard 12375’; 3- ‘Seyve Villard 12327’; 4- ‘Crimson
Seedless’; 5- ‘Italia’; 6- ‘CNPUV 154-27°; 7- ‘A 1976’; 8-
‘CG87746’.

S Vo e i, e e e

@

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 27, n. 3, p. 454-457, Dezembro 2005



ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA POR AFLP E IDENTIFICACAO DE MARCADORES ASSOCIADOS ... 457

CONCLUSOES

1. Os agrupamentos gerados por marcadores AFLP
corresponderam a classificacdo botanica das cultivares.

2. Os marcadores identificados por presenga/auséncia em
cultivares contrastantes para resisténcia/suscetibilidade ao mildio e ao
oidio devem ser futuramente avaliados em bulks contrastantes de
populagdes que segreguem para suscetibilidade a estas doengas.
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