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DIVERSIDADE GENETICA EM VITIS LABRUSCA E HiBRIDOS
INTERESPECIFICOS USANDO PADROES DE ISOESTERASES

Gleice Ribeiro Orasmo’, Sandra A. de Oliveira Collet?, Maria de Fatima P. S. Machado®

RESUMO: Padrées das isoenzimas o e B-esterases em gel de poliacrilamida foram empregados na analise
da diversidade genética de espécies americanas (Vitis labrusca) e cultivares hibridas de uva. Foram
utilizadas 19 plantas da cultivar Niagara Rosada, 97 Bordd, 22 Concord, 49 Rubea e 39 Isabel, coletadas
em parreirais de pequenos e médios produtores do municipio de Marialva, noroeste do Estado do Parana.
Foram evidenciadas onze isoesterases para a cultivar Isabel, dez para Concord, nove para Bordd e Rubea
e seis para Nidgara Rosada. A relagdo entre as cinco cultivares das uvas americanas usando o padrdo
eletroforético de o e B-esterases foi estimada de acordo com o coeficiente de similaridade de Jaccard, no
qual o dendrograma produzido pela analise de agrupamento mostrou que a similaridade entre as cultivares
variou de 45,5% (Niagara Rosada x Concord) a 90,9% (Isabel x Concord). O dendrograma apontou a
cultivar Niagara Rosada como a mais divergente. A cultivar Rubea, resultado do cruzamento entre as
cultivares Nidgara Rosada e Bordd mostrou um coeficiente de similaridade em torno de 80% com Bordd e
50% com Niagara Rosada. A técnica da eletroforese em gel de poliacrilamida, sistema PAGE, foi
consistente para analise da diversidade entre as uvas americanas. Os coeficientes de similaridade dentre as
cultivares, usando o perfil eletroforético das o e R-esterases em gel de poliacrilamida apontam a cultivar
Nidgara Rosada como promissora para programas de Melhoramento Genético na espécie, por apresentar
os menores coeficientes de identidade com as cultivares Concord, Bordd, Rubea e Isabel.
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INTRODUGAO

A regido noroeste do Estado do Parana, municipio de Marialva, se destaca,
principalmente, na produgao de uvas finas de mesa, espécie V. vinifera, mas também sao
produzidas uvas comuns, ou rusticas, de origem americana, como a Bordd e Concord, da
espécie V. labrusca, e as cultivares Niagara Rosada, Rubea e Isabel, cultivares hibridas.

As uvas americanas apresentam menor custo com mao-de-obra e menor
suscetibilidade as doengas fungicas, bem como se caracterizam pelo sabor e aroma
aframboesado e pela polpa mucilaginosa que se desprende facilmente da pelicula, sendo,
por isso, conhecidas como “uvas de chupar” (Camargo e Oliveira, 2001).

A producdo destas uvas é destinada, principalmente, a elaboracdo de sucos,
vinhos e frutas desidratadas, mas também possuem boa aceitacdo para o consumo in
natura. Frente a importancia das uvas americanas, existe o interesse em analisar a
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diversidade genética para estas cultivares, visando recomendar genétipos de interesse
em programas de melhoramento genético de uvas.

As isoenzimas esterases sao adequadas e preferenciais para estudos de
diversidade genética em plantas (Pereira et al., 2001; Orasmo e Machado, 2003; Orasmo
et al.,, 2007; Carvalho et al., 2003; Oliveira-Collet et al., 2005), uma vez que os
polimorfismos gerados por esterases revelam varios loci que podem ser usados para a
identificacao da variagcao genética

Assim, o presente estudo teve como objetivo utilizar os padrdes das isoenzimas o e
B-esterases para estimar a diversidade genética existente nas uvas americanas, cultivares
Bordd e Concord, da espécie Vitis labrusca e as cultivares hibridas: Niagara Rosada,
Isabel e Rubea, cultivadas no municipio de Marialva, noroeste do Estado do Parana,
Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Um total de 226 uvas rusticas, sendo 19 da cultivar Niagara Rosada, 97 Bordd, 22
Concord, 49 Rubea e 39 Isabel, coletadas em parreirais de pequenos e médios
produtores do municipio de Marialva, noroeste do Estado do Parana-BR, foram utilizados
para analise de isoenzimas o e [-esterases no sistema PAGE, seguindo protocolo
descrito por Orasmo et al., 2007. Apices de brotos foliares foram individualmente
homogenizados em microtubulos usando bastdo de vidro e tampao Tris-HCI 0,1 M, pH
8,5, contendo PVP-40 6,0%, EDTA 0,2%, B-mercaptoetanol 0,5% e acido ascérbico 0,1%.

Apds a homogenizagao, as amostras foram centrifugadas a 25.000 rpm, por 30
min, a 4°C, em uma centrifuga Sorval 3K-30. Em torno de 30 ul do sobrenadante de cada
amostra, foram aplicados no gel de poliacrilamida a 14%, sendo o gel de visualizagéo
elaborado com 7,23 ml de solugéo de acrilamida (10%) / bisacrilamida (0,5%), dissolvido
em 2,66 ml de Tampéao Tris-HCI 1,5 M pH 7,5, 6,01 ml de agua bidestilada, 320 ul de
persulfato de amoénia 2% e 16 ul de TEMED. O gel de empilhamento foi confeccionado
com 3,0 ml da solugao de acrilamida (10%) / bisacrilamida (5%), dissolvido em 3,0 ml do
tampao Tris-HCI 1,5 M, pH 6,8m, 30 ul de agua bidestilada, 250 ul de persulfato de
amoénia 2% e 3 ul de TEMED. A eletroforese foi conduzida durante 10-13 h, em 4°C, com
voltagem constante de 200 V. Nos eletrodos foi usado o tampé&o Tris—glicina 0,1 M, pH
8,3. Para a cultivar Niagara Rosada foi utilizado para confec¢ao do gel 4,0 ml do tampéo
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 e 4,67 ml de agua bidestilada e a corrida durou de 5-7 horas.

Para a identificagdo das isoesterases o gel foi embebido em tampao fosfato de
sodio 0,1 M pH 6,2, em temperatura ambiente e apds 30 min. foi colocado na solugao
preparada com 50 ml do mesmo tampao, 30 mg de B-naftil acetato, 30 mg de a-naftil
acetato, 60 mg de Fast Blue RR Salt e 5,0 ml de N-Propanol. O gel foi fixado por 1 h em
uma mistura de 7,5% de acido acético e 10% de glicerol. Para secagem, foi banhado em
solugao de gelatina 5%, prensados em um bastidor entre duas folhas de papel celofane, a
temperatura ambiente por 3-4 dias. O zimograma formado pelo conjunto de bandas foi
analisado utilizando o programa NTSYS-pc.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 01 mostra os géis das cinco cultivares americanas de uva, Bordd e
Concord, espécie V. labrusca, Niagara Rosada, Rubea e Isabel, cultivares hibridas,
evidenciando isoenzimas a-, 3- e a/pesterases no sistema PAGE.

Para a cultivar Niagara Rosada a eletroforese foi conduzida com menor duragéo e
revelou menor numero de bandas, evidenciando 06 isoesterases, das quais: EST-2 e
EST-3 foram consideradas como sendo a-esterases, EST-4 e EST-5, -esterases e as
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isoenzimas EST-9 e EST-10 como sendo o/p-esterases. Para as demais cultivares
analisadas no presente estudo, a corrida eletroforética teve duracdo de 10-13 h e foi
detectado um maior numero de bandas, num total de 11 isoesterases (Figura 01).

Em Vitis vinifera o sistema esterase revelou 16 isoesterases sobre 0 mesmo
protocolo e tempo de corrida eletroforética (Orasmo et. al. 2007). Por outro lado, usando
eletroforese em gel de amido foram detectados apenas 7 isoesterases (Oliveira-Colletet
al. 2005). Em diferentes cultivares de mandioca (Pereira et al., 2001) e peroba (Carvalho
et al., 2003) foram detectadas 14 isoesterases por PAGE. Estes dados indicam que o
sistema esterase em gel de poliacrilamida é capaz de revelar maior numero de /oci para
isoenzimas.
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Figura 01. Isoesterases de brotos foliares das cultivares Rubea (A), Isabel (B); Concord (C), Bord6
(D) e Niagara Rosada (E) de Vitis labrusca e hibridas, evidenciadas com a- e pB-naftil acetato.

Para as cultivares Bord6 e Rubea foram detectadas um total de 9 isoenzimas
esterases, sendo para Bordd a EST-1, EST-2 e EST-3 caracterizadas como a-esterases,
EST- 4, EST-5 e EST-7 como pB-esterases e EST-8, EST-10 e EST-11 como o/B-
esterases (Figura 01); e para Rubea, as isoesterases EST-1, EST-2 e EST-3 foram
classificadas como a-esterases, EST-4 e EST-7 como B-esterases e EST-8, EST-9, EST-
10 e EST-11 como a/B-esterases. Para a cultivar Concord foram reveladas 10
isoesterases, das quais EST-1, EST-2, EST-3 e EST-6 consideradas a-esterases, EST-4
como B-esterase e EST-7, EST-8, EST-9, EST-10 e EST-11 como o/p-esterases. Para a
cultivar Isabel foram evidenciadas 11 isoesterases, sendo EST-1, EST-2 e EST-3
consideradas a-esterases, EST-4, EST-5 e EST-6 como [B-esterases e EST-7, EST-8,
EST-9, EST-10 e EST-11 como o/p-esterases (Figura 01).

O polimorfismo de o- e B-esterases das cultivares de uvas americanas esta
representado no Quadro 01. A relagéo entre as cinco cultivares Concord, Bordd, Rubea,
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Isabel e Nidgara Rosada usando o padréo eletroforético de a e B-esterases foi estimada
de acordo com o coeficiente de similaridade de Jaccard (Quadro 02), no qual o
dendrograma produzido pela analise de agrupamento, utilizando o programa NTSYS-pc,
mostrou que a similaridade entre as cultivares variou de 45,5% (Nidgara Rosada x
Concord) a 90,9% (Isabel x Concord). O dendrograma apontou a cultivar Niagara Rosada
como a mais divergente (Figura 02).

Quadro 01. Polimorfismos de o e p-esterases detectadas em brotos foliares das cultivares
americanas da espécie Vitis labrusca e cultivares hibridas.

Esterases Concord Bordd Rubea Isabel Niadgara R.
EST-1 + + + + -
EST-2 + + + + +
EST-3 + + + + +
EST-4 + + + + +
EST-5 - + - ¥ i
EST-6 + - - ¥ :
EST-7 + + + ¥ -
EST-8 + + + + -
EST-9 + - + + +
EST-10 + + + + +
EST-11 + + + + -
Legenda: (+) presenca da isoesterase (-) auséncia da isoesterase

Quadro 02. Coeficientes de similaridade de Jaccard, verificados entre as cultivares Concord,
Bordd, Rubea, Isabel e Niagara Rosada (Vitis labrusca e cultivares hibridas). Estes coeficientes
foram calculados a partir da analise comparativa de 11 isoesterases detectadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida.

Concord Bordo Rubea Isabel Niagara
Concord 1,000 -
Bordd 0,727 1,000 -
Rubea 0,900 0,800 1,000 -
Isabel 0,909 0,818 0,818 1,000 -
Niagara 0,455 0,500 0,500 0,545 1,000
[0.480 1 0.560 1 0.640 0.720 [0.800 10.880 10.960 \
| | | | | | | LEVEL
C1 0.909
- [ L C40859
L C3 0.782
L C2 0.500
L C5 e
| | | | | | p LEVEL
[0.480 1 0.560 ] 0640  0.720 10.800 [0.880 [0.960 \

Figura 02. Dendrograma representando a relagéo entre as cultivares americanas de uva (Vitis labrusca e
hibridas): C1 - Concord, C2 - Bordd, C3 - Rubea, C4 - Isabel e C5 - Nidgara Rosada, baseado na analise de
agrupamento UPGMA dos fenoétipos eletroforéticos para as isoenzimas esterases, usando os coeficientes
de similaridade de Jaccard.
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Embora as cultivares Concord, Isabel e Niagara Rosada tenham uma origem
comum por terem sido originadas naturalmente, a partir de cruzamentos entre V. vinifera x
V. labrusca, a cultivar Niagara Rosada € considerada uma mutagcdo da cultivar original
Niagara Branca (Camargo, 1998). Assim, é possivel que as mutagdes somaticas que
ocorreram na cultivar N. Branca original, para a geracdo da cultivar Niagara Rosada,
tenham determinado as diferengas detectadas no padrdo das o e [B-esterases entre a
cultivar Niagara Rosada e as cultivares Concord e Isabel. A cultivar Rubea, resultado do
cruzamento entre as cultivares Niagara Rosada e Bordd (Camargo e Dias, 1999), mostrou
um coeficiente de similaridade em torno de 80% com Bordd e 50% com Niagara Rosada
(Quadro 02), estimado através do padrédo de a e -esterases.

CONCLUSAO

De acordo com os coeficientes de similaridade entre as cinco -cultivares
americanas, usando o perfil eletroforético das o e B-esterases, a cultivar Niagara Rosada
apresenta um potencial genético interessante para programas de melhoramento genético
na espécie, por apresentar os menores coeficientes de identidade com as cultivares
Concord, Isabel, Bordd e Rubea.
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