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Palavras-chave

Resumo

Vitis vinifera, castas, clones, marcadores moleculares

A videira € uma das espécies frutiferas mais importantes a nivel
mundial. Dentro do género Vitis, a Vitis vinifera representa a espécie
mais importante e mais utilizada para a producdo de vinho, e apresenta
muitas variedades, quer a nivel de castas, quer ao nivel dos clones. A sua
grande variabilidade morfol6gica, metabdlica e genética por um lado
apresentam-se como uma vantagem, como um fator diferenciador, mas
por outro lado dificulta a identificacdo de castas e clones de videira.
Deste modo, a diferenciagéo inter e intra castas é de extrema importancia
para 0s varios agentes econOmico: o viveirista, o agricultor, as adegas a
até consumidores, dado que a qualidade do vinho, entre outros fatores,
depende da casta/clone utilizada.

Desta forma, a identificacdo molecular de V. vinifera apresenta-se
como uma ferramenta de extrema utilidade para a identificacdo
inequivoca das videiras. Atualmente, esta é feita com microssatélites
(SSRs). Neste trabalho procurou-se explorar o potencial dos Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) como marcadores moleculares. Para
tal, selecionaram-se 32 regibes do genoma de V. vinifera que foram
testados em 10 castas distintas, com 2 clones de cada casta.

Neste trabalho, identificaram-se um total de 103 SNPs que
permitem discriminar as castas estudadas, muito embora ndo tenham a
capacidade de diferenciar os clones. Contudo, dos 103 SNPs, verificou-
se que bastariam 12 SNPs para discriminar as 10 castas estudadas.

Em concluséo, este estudo confirma o potencial de utilizacdo dos
SNPs como ferramenta moleculares para a discriminagdo de castas de V.

vinifera.
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Grapevine is one of the world’s most important fruit species.
Within the genus Vitis, Vitis vinifera is the species that represents the
most important and used for the production of wine. This specie includes
many varieties and clones. The morphological, metabolic and genetic
variability on one hand appear as an advantage, as a differentiating
factor, but on the other hand, it is difficult to identify varieties and clones
of the grapevine. Thus, the differentiation within and between varieties is
extremely important for various economic agents: the nursery, the
farmer, the wineries and ultimately the consumers, since the quality of
wine, among other factors, depends on the variety/clone used.

Therefore, the molecular identification of V. vinifera is of utmost
importance for the unequivocally identification of the grape varieties.

Currently this is done with microsatellites (SSRs). In this study we
investigate the potential of the Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)
as molecular markers. For this purpose, we selected regions of the
genome of 32 V. vinifera that were tested on 10 different varieties, 2
clones from each variety.

In this study, we identified a total of 103 SNPs that allow us to
discriminate the varieties studied, although it does not have the ability to
differentiate clones. From the 103 SNPs that were identified, it was
found that 12 of them were enough to discriminate all the 10 cultivars
studied.

In conclusion, this study confirms the potential use of SNPs as

molecular tool for the discrimination of varieties of V. vinifera.



Indice

1

2

3

INTFOAUGED ...t 3
1.1  Importéncia da videira e a sua classificagido bOtanica .............cccevvvveieiiieiiiieninen, 3
1.2 Diversidade de VitiS VINITEra........c.coiiiiiiiiiieiii e 4
1.3 Clones e variaGao Clonal ..o 5
1.4 Avaliacéo da diversidade genética usando marcadores............cccceevvereereereeannenn 8

1.4.1 Marcadores MorfolOgiCos .........cuoiiiiiiiiiiiiieeee e 8

1.4.2 Marcadores DIOQUIMICOS ......uvieiiiiiieiii et 9

1.4.3 Marcadores MOIBCUIAIES .........couiiiiiiiieiiee e 10

1.43.1  Marcadores baseados em técnicas de restriGao ........cccevvvveveeiivenieeninnn 11
1.4.3.2  Marcadores baseados em técnicas de amplificacao..............ccceevvveernen. 12
e Random amplified polymorphic DNA (RAPD).......cccccceeviie i, 12

e Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) ........cccccovvveiiiieeiinenne, 13

e Marcadores baseados em mICroSSatElItesS. ..........ccvrverveiiiiinieiereeee 14

e Marcadores Microssatélites em Videira (VitiS SPP.) vveovvveevivveeviieeiiineenne, 15

e Single Nucleotide Polymorphism (SNP) ........cccccoiiiiiiiiiiie e, 17

(@] 0] =2 {10 LSRR 23

Material @ METOTOS. .........ooiiiieii e 27
3.1 ReCOINA 08 @MOSLIAS ....c.eiiiiiiiiie ettt 27
3.2  Extracdo de ADN gendmico de VIdeIra ........cccovvvveevireeiireeciee e 27
3.3 Quantificaglo d0 ADN .........oooiiiieiii et 28
i SN S et 28

341 SElECAD 0 SNPS ..ottt 28

3.4.2 DeSENNO A0S PIIMELS ...eieiiiiie ettt ettt et e et e et e e e e aaee e 28



3.4.3 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) .......ccccoviiiiiiniiiiieiic e 29
3.4.4 Eletroforese dos produtos de amplifiCaGao ..........ccccvvereeiiieiiiieiiieiie e 29
3.4.5 Purificacdo dos fragmentos amplificados ..........cccccoveviiieiiiie i 30
3.4.6  Genotipagem de SNPS .........oiiiiiie e 30
3.4.7  ANALISE dOS AAUOS ..ot 31
3.4.8 Construcdo das arvores filogenétiCas..........ccoovvereiiiiiieiie i, 31
3.5 MICTOSSALEIILES. ...ttt 32
3.5.1 Selegdo e teste de PrIMErS .......ooiiiiiieiiiccee e 32
352 MURIPIEX . 32
3.5.3 PCR M MUIIPIEX ..oviiiiiiiie s 33
3.5.4  ANALISE d& FragmentosS........coiuieiiiiiieiii ettt ettt 34
3.5.5 Construgdo das arvores filogenetiCas. ..........ccovvviiieiiieiiieiiie e 34
4 ReSUItAdOS € DISCUSSAD .....c.ueeuviiieiiieiieesieeie ettt 37
4.1 L1 o Uo7 o TSRS TSR 37
4.2  Selecdo e otimizacdo de regides polimorficas de V. vinifera............ccccovvevveennne. 37
4.3  Genotipagem de V. vinifera utilizando SNPS............ccccceiviiiiiiie e, 44
4.4  Genotipagem de V. vinifera usando microssatelites.............cccooveviveeiiieeiinennnn, 52
5 CONCIUSED. ...t 57
6  Referéncias biblHografiCas........cccccvieiiiiie e 61
Anexo



Lista de Tabelas

Tabela 1 — Analise comparativa entre alguns marcadores moleculares...............ccccooeenee. 20

Tabela 2 — Nomes, sequéncia de primers, tamanho e repeticdo dos microssatélites
utilizados na identificacdo de castas. Os 14 loci de microssatélites estdo divididos em 3

MUITIPIEXS. ...ttt ettt ettt et et e b 32
Tabela 3 — Primers em multiplex com as concentragdes otimizadas de cada um. ............... 33
Tabela 4 — Caraterizacdo dos SNPs utilizados N0 eStudO ..........cccevvveeiiieeiniie e, 38

Tabela 5 — Lista de primers utilizados para amplificar os fragmentos que contém os SNPs.
Na tabela esta representada o nome do primer (F — Forward; R - Reverse), a sequéncia, a

temperatura de annealing e 0 tamanho do ampliCAO0 ...........cccceeiiiiiiiiieiie e, 40

Tabela 6 — Castas Utilizadas NO ESTUAOD. .......u.eeeeeee ettt e e e e e e e e e ee s 43



Lista de Figuras

Figura 1 — Exemplo de uma mutacdo pontual (SNP) observado em seis individuos. A
mutacdo pontual corresponde a uma transicdo purina-purina (A & G) e encontra-se
0 [oT] = To%: o - VSRR 18

Figura 2 — Localizagdo dos SNPS €M €StUAO ..........ccoveriiiiiriiiienieieecee e 38

Figura 3 — Teste de amplificacdo aos primers em gel de agarose 1%. Na extremidade esta o
marcador de peso molecular NZYDNA Ladder | (NZYTech). Para este teste utilizou-se um
ADN de Videira (BiCal-3) ........cccuiiiiiiiieiie e 42

Figura 4 — Teste de amplificagdo aos primers em gel de agarose 1%. Na extremidade est4 o
marcador de peso molecular NZYDNA Ladder | (NZYTech). Para este teste utilizou-se um
ADN de Videira (BiCal-3) ........coouiiiiiiiieiie e 42

Figura 5 — Otimizag&o dos pares de primers SNP12, SNP19, SNP30 e SNP32.................. 43

Figura 6 — Exemplo de um eletroferograma obtido por genotipagem do SNP24 de trés
individuos diferentes: A, B e C. O individuo A é homozigotico para o alelo C, o individuo

B € homozigotico para o alelo T e o individuo C é heterozigotico ...........ccceevvvveeviiieeiinnnnn, 45

Figura 7 — Sequéncias alinhadas para a regidao SNP24. A primeira sequéncia corresponde a
sequéncia que esta descrita na literatura. Os pontos (.) correspondem a zonas conservadas.
Na posicdo 101 encontra-se 0 SNP [C/T] e na posi¢éo 142 0 SNP [G/T]. cc.cccovvveviiveinnnnn, 46

Figura 8 — Fingerprint obtida apos a detecdo de todos 0s SNPs em todas as amostras. R
(A/G); W (A/T); S (G/C); K(TIG); M (C/A); N (nucleotido desconhecido). .................... 47

Figura 9 — Dendrograma obtido resultante da analise dos 103 SNP. Analise efetuada com o

programa Phylogeny.fr. Numero de bootstraps igual a 500.............ccccceeeviieeiiiee e 48

Figura 10 — Dendrograma obtido resultante da analise do SNP9, contendo 10 SNPs.

Analise efetuada com o programa Phylogeny.fr. Numero de bootstraps igual a 500.......... 50

Figura 11 — Dendrograma obtido resultante da analise de duas regides (SNP9 e SNP16),
que correspondem no total 12 SNPs. Analise efetuada com o programa Phylogeny.fr.

Numero de bootstraps igual @ 500. ............coiviiiiiiee i 51

Figura 12 — Dendrograma obtido resultante da analise dos 14 loci de microssatélites.

Anélise efetuada com o software BioNumerics (Applied Maths) de acordo com o método

v



UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) e o coeficiente de

similaridade de Pearson correlation. Numero de bootstraps igual a 1000.............c.cccoe..... 54






Lista de Siglas

® Marca registada

Mg Micrograma

ML Microlitro

UM Micromolar

A Adenina

a.C. antes de Cristo

AFLP Amplified Fragment Length Polymorphism
BLAST Basic local alignment search tool
bp Base pair

C Citosina

CAN Coleccdo Ampelogréafica Nacional
ADN Acido desoxirribonucleico
dNTPs Desoxinucledtidos trifosfatados
EDTA Acido etilenodiaminotetracético
EtBr Brometo de etidio

g Grama

G Guanina

H,0 Agua

Hz Hertz

L Litro

M Molar

mg Miligrama

Mg** 140 magnésio

MgCl, Cloreto de magnésio

mL Mililitro

mM Milimolar

NaOH Hidroxido de sodio

°C Graus Célcius

PCR Polymerase Chain Reaction

VII



RAPD
RFLP
RNA
RNase A
RPM
SNP
SSR
STR

T

Ta

TA
TAE
Taq
TE
Tm
Tris

uv

VS

Random amplified polymorphic DNA
Restriction Fragment Length Polymorphism
Acido ribonucleico

Ribonuclease A

Rotacdes por minuto

Single Nucleotide Polymorphism
Simple Sequence Repeats

Short Tandem Repeats

Timina

Temperatura de annealing
Temperatura ambiente
Tris-Acetato-EDTA

Thermus aquaticus

Tris-EDTA

Temperatura de melting
Tris-(hidroximetil)-aminometano
Unidades de enzima

Ultravioleta

Volt

Versus

VI



. Introducéo






Introducéo

1 Introducéo

1.1 Importancia da videira e a sua classificacao botanica

A videira é uma das espécies frutiferas mais importantes a nivel mundial [1-3], com
mais de 60 milhGes de toneladas de uvas produzidas anualmente. A Europa é o continente
onde ha maior producéo de uvas (50%), sequida pela Asia (23%), América (20%), Africa
(5%) e por fim Oceénia (2%). Da producao total de uva, 70% € usado para o vinho, 22%
para uvas de mesa, e 8% para passas; sendo outros produtos transformados em compotas e
geleias e apenas de interesse e exploracdo local [2]. Em Portugal, o sector vitivinicola
desempenha um papel econdémico e social de grande relevo, sendo o0 nosso pais o 10°
produtor mundial e 5° produtor europeu [2, 4, 5].

A videira pertence a classe das angiospérmicas e a familia de Vitaceae. A familia
Vitaceae é composta por quase mil espécies, agrupadas em dezassete géneros. Dentro do
género da Vitis, a Vitis vinifera é a espécie mais importante e mais utilizada para a
producdo de vinho [1, 6]. O género Vitis divide-se em dois subgéneros: Muscadinia e
Euvitis [6, 7]. Esta divisdo deve-se as diferencas anatomicas e morfoldgicas que a suas
espécies apresentam. As plantas com 40 cromossomas (2n=40) sdo agrupadas no
subgenero Muscadinia. Este subgénero engloba espécies como a V. rotundifolia, V.
munsoniana e V. popenoei. Destas destaca-se a V. rotundifolia como a mais importante do
ponto de vista de resisténcia a stress bidtico e abidtico. O subgénero Euvitis reune plantas
com 38 cromossomas (2n=38), onde se encontram duas espécies de vital importancia
econdmica para a agricultura (V. labrusca e V. vinifera.), quer seja para a producédo de
vinho, ou para 0 consumo in natura das frutas. A V. labrusca é uma espécie de origem
americana e apresenta caracteristicas mais rasticas quanto a suscetibilidade a doencas [6].
A V. vinifera é a espécie indigena da Europa e da Asia Central europeia e é responsavel por
mais de 90% dos vinhos produzidos. [3, 6].

A espécie V. vinifera pode ser ainda dividida em duas subespécies: a subespécie Vitis
vinifera spp. sativa e a subespécie Vitis vinifera spp. sylvestris. A primeira, representa a
forma cultivada e foi domesticada a partir de populaces selvagens da subespécie Vitis
vinifera spp. sylvestris a 4000-6000 anos (a.C.) na Transcaucasia. A segunda subespécie é

rara e pode-se encontrar em Portugal, Franca, Italia, Alemanha e em outros paises
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Europeus [6, 8]. Durante a domesticacéo, a biologia das uvas sofreu alteracdes dramaticas
para assegurar maior conteudo de acucar para uma melhor fermentacdo. Neste processo
ocorreram alteracdes na morfologia da semente da videira, no tamanho das uvas e cacho e
ainda a alteracdo nas estruturas reprodutoras. Antes da domesticacdo as estruturas
reprodutoras masculinas e femininas encontravam-se em individuos de plantas diferentes,
porém, apds a domesticacao, as estruturas reprodutoras masculinas e femininas encontram-

se na mesma planta o que permite a autofecundacéo [3, 9].

1.2 Diversidade de Vitis vinifera

A espécie V. vinifera compreende muitas variedades, quer a nivel de castas, quer a
nivel de clones. As castas tanto podem exibir diferencas a nivel de morfologia, de
adaptacdo a diferentes climas, na producéo de diferentes compostos aromaticos, etc. Por
ISS0, as castas estdo diretamente associadas a qualidade do vinho [1].

O numero de diferentes castas mantidas em bancos de germoplasma no mundo é de
aproximadamente 10 mil [3, 10, 11]. Em Portugal existe a Coleccdo Ampelogréfica
Nacional (CAN) que é composta por 450 espécies de Vitis vinifera spp. sativa muitas das
quais sdo tipicas de Portugal, ou de uma das suas regides, enquanto que outras castas sao
internacionais, cuja expansao se tem verificado nos ultimos anos [12]. Destas, 313 castas
estdo oficialmente autorizadas para a producdo de vinho. Esta colecdo permite preservar o
material vegetal vivo e desta forma que se realizem quer estudos ampleogréaficos, quer
estudos moleculares. Adicionalmente, permite preservar as castas tradicionais Portuguesas
[13].

A grande diversidade de variedades de Vitis vinifera tem origem em processos de
cruzamentos espontaneos ou controlados, de domesticacdo das videiras selvagens e em
programas de melhoramento vegetal [14]. A plantacdo de sementes e a reproducdo sexual
tiveram um papel importante na domesticacdo e na expansdo da vinicultura para novas
regibes [3]. Como as videiras tém gendtipos altamente heterozigoticos, a descendéncia
produzida a partir de sementes resulta numa nova combinacdo de alelos dos pais,
resultando numa variagdo fenotipica na descendéncia [3].

Embora exista uma grande diversidade na V. vinifera, presume-se que a diversidade
que atualmente existe represente uma pequena percentagem da diversidade que existia
antes da propagacdo de agentes causadores de doencas no final do século XIX. O afidio

Phylloxera vastatrix (Daktulosphaira vitifoliae) foi o principal agente responsavel pela
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devastacédo e destruicdo de muitas quintas de vinho na Europa e isto levou a uma reducao
drastica da biodiversidade da forma cultivada e também da forma selvagem [3, 15, 16]. A
viticultura europeia foi salva da extingdo com a introducdo de vérias espécies Vitis ndo-
viniferas Americanas, que sdo resistentes ao afidio e por isso sdo usados como porta-
enxertos [3].

Razdes econdmicas e a globalizagdo dos mercados de vinhos sdo outros fatores que
nos ultimos 50 anos contribuiram na diminuicdo da biodiversidade da V. vinifera. Estes
dois fatores resultaram na exploracdo de apenas algumas castas como por exemplo,
Chardonnay, Cabernet Sauvignon, Syrah, Merlot e Pinot noir. Outras castas existentes sdo
menos exploradas e muitas outras tém apenas importancia regional. Contudo, esta
diversidade pode também ser sindnima de identidade, e atualmente observa-se um regresso
as origens com a procura de elementos diferenciadores que tragam mais-valias econdomicas
[3].

Em suma, a espécie V. vinifera caracteriza-se por ter uma grande variabilidade
morfologica e genética e isto constitui um problema para a identificacdo de castas de
videira originando confusdo e ambiguidade na sua distingdo. Assim, a identificacdo e
caracterizacdo das variedades de videira sdo importantes para os viticultores e empresas
vinicolas, pois a qualidade e quantidade da producdo do vinho sdo determinadas pela
variedade cultivada [5]. Além disso, a identificacdo correta permite a manutencdo do valor
das castas utilizadas e evita o potencial uso abusivo de nomes prestigiados em produtos
adulterados [5]. Por outro lado, como a maioria das adegas ndo controla a producdo de
uvas, € necessario um método que permita determinar o tipo de castas entregues nas

mesmas.

1.3 Clones e variag¢ao clonal

Um clone é definido como um individuo que descendeu a partir de um ancestral por
mitose. Um grupo de clones provenientes de um mesmo ancestral (monozigético) é
definido como sendo geneticamente igual, exceto quando ocorrem mutacdes [17].

Na viticultura, um clone refere-se a uma variedade de videira que € selecionada pelas
suas caracteristicas especificas, como por exemplo resisténcia a determinadas doengas, cor
da uva, aroma do vinho, etc. Os clones obtém-se através da propagacdo vegetativa, uma

forma de reproducdo assexuada em plantas, através do qual se multiplicam clones
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geneticamente idénticos a planta original. A propagacdo vegetativa tem sido o método
preferido para preservar as caracteristicas originais da variedade e tem sido usado desde os
tempos romanos [18]. As variedades da videira consistem em conjuntos de clones
descendentes a partir de uma Unica videira. A maioria dos clones dentro de uma variedade
sdo idénticos, mas alguns podem mostrar genotipos e fenotipos, distintos [18].

A casta Pinot é um exemplo tipico, onde se verifica uma grande diversidade
fenotipica entre os clones [18]. O elevado grau de diversidade de Pinot manifesta-se em
caracteristicas como cor da baga (por exemplo, Pinot noir, e Pinot blanc), pele e polpa
pigmentadas (Pinot teinturier), produtividade (por exemplo, Pinot fin vs Pinot moyen,),
auséncia de cera nas bagas (Pinot moure) entre outras [18]. Além das diferencas
fenotipicas que se podem verificar entre os clones, outras caracteristicas como pH, acidez,
tém sido verificados em diferentes clones da mesma casta. Anderson et al. [19] mediram
ao longo de trés periodos de crescimento, entre 1999 e 2001 qualidades como pH e acidez
em 20 clones da casta Pinot. Os autores verificaram que esses parametros diferiram
significativamente entre os clones.

Outras caracteristicas como o aroma do vinho, também podem ser afetadas por
variacdes fenotipicas, como € o caso da casta, Chardonnay. Esta casta possui dois clones
certificados que ddo origem a vinhos com diferentes perfis aromaticos. Assim, o clone

Chardonnay 76 especifica-se como sendo neutro, enquanto o clone Chardonnay 809
distingue-se pelo seu aroma “muscat”. Este aroma € devido a producdo de linalol em

concentracdes significativamente mais elevadas [20]. Da mesma forma, os clones da casta
Savagnin produzem vinhos aromaticos ou vinhos neutros e sdo classificados como sendo
originarios de trés castas diferentes: o clone Gewdirztraminer (bagas cor de rosa/vinho
aromatico), o clone Savagnin pink (bagas cor de rosa/vinho neutro) e o clone Savagnin
blanc, também conhecido como Traminer (bagas branco/vinho neutro). O aroma do clone
Gewadrztraminer é o resultado de seu conteddo em geraniol, que se encontra em
concentracdes maiores do gque os outros dois clones [20].

As diferencas entre os clones podem resultar de modificacBes epigenéticas em
resposta ao ambiente [21] ou da presenca de agentes fitopatoldgicos, como virus [22]. Os
virus (patogénicos ou nao), adquiridos dentro de uma vinha ou quando ndo detetadas no

tempo da propagacdo das mesmas, tem o potencial de transferir fragmentos de ADN
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utilizando vetores tais como Agrobacterium (bactéria presente nos solos das vinhas),
contribuindo assim na variabilidade intra-casta [7].

No entanto, as diferencas fenotipicas que se verificam entre os clones devem-se
principalmente a mutagdes que ocorrem naturalmente durante o crescimento da videira
[23]. As mutacBes sométicas em termos de variagdo clonal sdo diferencas na sequéncia
nucleotidica do material genético entre os clones. Se as células afetadas forem as
meristematicas, as mutacGes irdo estar presentes em todos os 6érgdos e tecidos que se
desenvolvem a partir dessas células. As mutacGes podem ser classificadas em diferentes
categorias. Em termos de efeitos na estrutura, as mutacGes podem ser de pequena escala
(mutagdes pontuais, inserc¢des curtas, exclusdes, etc.) ou de grande escala (amplificacdes,
grandes delecBes, rearranjos cromossomicos, etc.). Em termos de fenétipo, as mutacdes
podem ser silenciosas ou funcionais. As mutacdes silenciosas ndo afetam a atividade
gendmica funcional, enquanto as mutacGes funcionais podem afetar a regulacéo e controlo
genético, alterar vias enzimaticas (mutacdes bioquimicas) ou gerar diferencas no aspeto
externo de um organismo (mutagdes morfologicas) [24].

Até agora algumas mutagdes tém-se mostrado responsaveis por polimorfismos em
clones. Por exemplo, Boss e Thomas [25] identificaram uma mutagdo pontual no dominio
DELLA num dos alelos do gene VVGAIL. Esta mutacdo leva a substituicdo de um residuo
de leucina no dominio conservado DELLA para um residuo de histidina. A alteracdo de
um aminoacido apolar pequeno (leucina) para um aminoacido basico maior (histidina)
altera as propriedades da proteina em resposta as giberelinas. Esta mutacéo é responsavel
pelo fendtipo ando do clone Pinot meunier.

Também foi demonstrado que os clones se adaptam de forma diferente para
determinadas condicdes climatéricas e solos. Essa adaptacdo podera resultar numa maior
ou menor producéo de uvas [26, 27].

Como diferentes clones tém diferentes caracteristicas, que se podem traduzir em
diferentes conteldos de acucar, acidez, diferentes aromas e diferentes capacidades
adaptativas, € importante consegui-los identificar. Assim, quando um viticultor escolhe um
clone, pode decidir sobre um tipo de vinho especifico que pretende produzir, selecionando
um clone com os parametros de qualidade requeridos e também saber se esse clone se

encontra adaptado as condicdes climatéricas da vinha do viticultor.
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Como consequéncia, hd uma necessidade de métodos fiaveis e precisos que
consigam distinguir inequivocamente uma casta ou um clone. Nos ultimos anos tém sido
usados marcadores morfoldgicos, bioquimicos e moleculares na identificacdo de castas e

clones de videira.

1.4 Avaliacao da diversidade genética usando marcadores

Os marcadores desempenham um papel essencial no estudo da variabilidade e
diversidade, na construgdo de mapas genéticos, e no diagnostico [28].

1.4.1 Marcadores morfoldgicos

A identificagdo de variedades de videira tem sido tradicionalmente baseada na
ampelografia. Este método baseia-se na descricdo das caracteristicas morfolégicas durante
as diferentes fases de desenvolvimento de plantas [29-31]. Este método pode ser
considerado como marcador de fendtipos ou marcador morfolégico. As caracteristicas
morfologicas resultam da expressdo dos genes, logo podem fornecer uma ideia sobre o
genotipo [32]. Com base na analise de critérios ampelograficos, mais de 6000 castas estéo
atualmente identificadas. Todavia, existem varias limitac6es utilizando estes métodos:

Q) Os fendtipos de plantas sdo fortemente influenciados pelas condictes
ambientais, estado nutricional e estado de saude. Diferentes ambientes
podem causar variacdo nas caracteristicas morfoldgicas e a identificacdo de
plantas infetadas, subnutridas ou de outra forma atipica sdo suscetiveis a
erros.

(i) O namero de castas mantidas em colecdes ampelograficas no mundo é de
aproximadamente 10 mil. Mesmo que as plantas estivessem em Otimas
condicdes, seria extremamente dificil diferenciar todas as variedades atraveés
de caracteristicas morfoldgicas.

(iii) A aplicacio de métodos ampelograficos requerem profissionais
qualificados, que, no entanto, ndo conhecem nem tem acesso aos milhares
de diferentes castas utilizadas no mundo, simplesmente porque nenhuma
colecdo pode conter de forma exaustiva todos 0s recursos genéticos
existentes. Os especialistas em ampelografia geralmente reconhecem castas

da sua regido e nao estdo familiarizados com os de outras regides. Além
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disso, a reprodutibilidade e a padronizacdo das observagdes entre
ampeldgrafos tém sido dificeis de alcancar.

(iv)  Este método s6 pode ser aplicado durante o periodo vegetativo. Conquanto,
o material vegetal da videira é comercializado na forma de canas de madeira
0 que torna quase impossivel a identificacdo de castas e de clones. De tal
modo, sdo necessarios diversos anos apds uma plantacdo de vinha para
detetar um erro de uma atribuicdo falsa de uma casta ou de um clone.

(v) Sd0 marcadores dominantes, ndo permitindo a distingdo de individuos
homozigoticos dos individuos heterozigoticos.

(vi) A utilizacdo destes marcadores exclui a analise de sequéncias ndo
codificantes, que por sua vez representa mais de 95% do genoma total em
plantas.

Por estas raz0es, sdo necessarios métodos alternativos que exponham melhores

diferencas entre clones da videira.

1.4.2 Marcadores bioquimicos

Os marcadores bioquimicos incluem proteinas, isoenzimas e metabolitos
secundarios e tém sido utilizados por mais de 60 anos para estimar a variabilidade genética
e taxondmica, caracterizacdo de recursos genéticos e em programas de melhoramento de
plantas [33]. As isoenzimas sdo enzimas com a mesma funcao catalitica mas que diferem a
nivel estrutural e resultam da alteracdo dos aminoacidos. A alteracdo dos aminoacidos
altera a carga global e a conformacdo da enzima bem como a mobilidade eletroforética.
Quando uma mutacdo no ADN resulta numa substituicdo de um aminodcido, a carga global
e a conformacdo da proteina podem sofrer alteracbes. Como a taxa de migracdo das
proteinas depende da carga global e da conformacdo da proteina, as variantes alélicas
podem ser detetadas atraves de um gel de eletroforese. [33].

A utilidade de vérios sistemas enzimaticos na analise de isoenzimas na videira foi
avaliada por Benin et al. [34], Eiras-Dias et al. [35] e Calo et al. [36]. Apesar de tudo, a
expressao de enzimas pode depender da fase de desenvolvimento da planta e das condicdes
ambientais [30]. Consequentemente, s6 podem ser considerados marcadores

isoenzimaticos, as enzimas que ndo mostram variacdes sob diferentes condicdes [30]. Isto
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limita 0 nimero de marcadores enzimaticos disponiveis e, consequentemente, restringe o
grau de polimorfismo e a capacidade de diferenciagdo de castas através da analise de
isoenzimas [30, 33, 37, 38]. Outra desvantagem do uso destes marcadores, é a necessidade
utilizacdo de material vegetal fresco, em fases de desenvolvimento semelhantes, o que o

apenas permite revelar polimorfismos funcionais [30, 32, 33].

1.4.3 Marcadores moleculares

O passo seguinte no desenvolvimento de marcadores baseou-se na analise ao ADN,
devido as suas propriedades estruturais e bioquimicas, idénticas em todas as células de
qualquer tecido e em qualquer fase de desenvolvimento [30].

Um marcador molecular pode ser definido como um locus gendémico, detetado
atraves de sondas ou de sequéncias especificas (primers) que distinguem inequivocamente
a caracteristica cromossémica que ela representa [39]. Os marcadores moleculares
permitem realcar diferencas (polimorfismos) numa sequéncia de ADN entre individuos
diferentes. Estas diferencas incluem insercdes, delecGes, translocagdes, duplicacbes e
mutacOes pontuais [39]. Os marcadores moleculares tém a vantagem de ser aplicaveis a
qualquer parte do genoma (intrdes, exdes e regides reguladores) e, portanto, oferecem uma
grande extensdo de polimorfismos; ndo possuem efeitos pleiotropicos ou epistaticos e, ao
contrario dos marcadores morfoldgicos e bioquimicos, sdo capazes de distinguir
polimorfismos que ndo produzem uma variacdo fenotipica; sdo passiveis de automacao;
permitem a detecdo simultanea de alelos recessivos dominantes; e ndo sao influenciados
por condicdes ambientais. Assim, a analise ao ADN é desprovido de qualquer tipo de
limitacGes externas [30, 33, 39]. Além do mais, 0 ADN pode ser obtido a partir de qualquer
tipo tecido vegetal disponivel e as analises podem ser realizadas em qualquer época do ano
[33].

10
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Um marcador molecular ideal deve possuir entdo as seguintes caracteristicas:
(1 Ser polimérfico e uniformemente distribuido por todo o genoma.

(iiy  Ter uma metodologia de detecdo rapida e econdmica.

(iii)  Requerer pequenas quantidades de ADN.

(iv)  Ter uma elevada reprodutibilidade.

Contudo, é extremamente dificil encontrar um marcador molecular, que retna todos
os critérios acima referidos. Os diferentes tipos de marcadores moleculares hoje
disponiveis diferenciam-se pela tecnologia utilizada para detetar a variabilidade no ADN,
(expressdo génica, distribuicdo no genoma, etc.), sendo que as diferentes tecnologias estdo
associadas a diferentes custos. O uso desses marcadores € uma metodologia muito utilizada
para complementar a ampelografia, identificar sinGnimos e estabelecer relagcdes genéticas
entre as variedades de videira [33, 39].

Os diferentes marcadores podem avaliar um locus (“single-locus™) ou varios loci ao
mesmo tempo (multi-locus). Os marcadores multi-locus permitem a analise simultanea de
varios loci gendmicos e baseiam-se na amplificacdo aleatdria dos loci através de primers
com sequéncias aleatorias. Os marcadores multi-locus sdo dominantes uma vez que €
possivel observar a presenga ou auséncia de uma banda para qualquer um dos locus
testado, mas ndo é possivel distinguir entre individuos homozigéticos e heterozigoticos
para 0 mesmo alelo. Por outro lado, os marcadores “single-locus” utilizam sondas ou
primers especificos capazes de hibridizar ou amplificar regides do ADN conhecidas. Estes
sdo marcadores codominantes uma vez que permitem descriminar entre individuos
homozigéticos e heterozigédticos para o mesmo alelo [39].

Os diferentes marcadores podem ser classificados em duas categorias: (i)
marcadores baseados em técnicas de restricdo e (ii) marcadores baseados em técnicas de
PCR.

1.4.3.1 Marcadores baseados em técnicas de restrigdo

Os marcadores moleculares que se baseiam na restri¢cdo de &cidos nucleicos foram
utilizadas relativamente cedo no campo das plantas e utilizam endonucleases de restrico.
As endonucleases sdo enzimas bacterianas capazes de cortar o ADN, identificando

sequéncias palindrémicas especificas, produzindo fragmentos com tamanhos variaveis.
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Qualquer alteragdo dentro da sequéncia do ADN (exemplo mutagdes pontuais), ou
mutacOes no local da atuacdo da enzima podem gerar variacbes no comprimento do
fragmento obtido apds digestdo enzimatica [30, 33, 39, 40].

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) é um exemplo de marcador
molecular baseado na técnica de restricdo. Neste, o polimorfismo de ADN é detetado se se
verificar um perfil de fragmentos diferencial apds digestdo com a enzima de restricdo. Os
marcadores RFLP apresentam um elevado grau de polimorfismo, sdo codominantes e
permitem a triagem simultanea de varias amostras. A analise efetuada com este marcador
foi anteriormente realizada com sucesso na detecdo de assinaturas moleculares especificas
para a distingdo das variedades da videira [41-43]. Em comparagdo com os marcadores
bioquimicos, 0 método RFLP oferece vantagens como uma maior robustez para diferentes
condi¢cbes ambientais e uma maior capacidade em detetar polimorfismos [30]. Poréem,
obtém-se padrdes de bandas complexos, o que pode causar dificuldades na interpretacéo
dos resultados que requerem grandes quantidades de ADN de alta qualidade [30, 33, 39,
40].

1.4.3.2 Marcadores baseados em técnicas de amplificagdo

O desenvolvimento da PCR permitiu a utilizacdo de novos marcadores moleculares.
A utilizacdo de primers com sequéncias aleatorias superou a limitacdo do conhecimento
prévio da sequéncia a amplificar e facilitou o desenvolvimento de marcadores genéticos
com diferentes finalidades. As técnicas baseadas na PCR podem ser subdivididas em duas
categorias: (i) técnicas de amplificacdo ndo especifica e (ii) técnicas de amplificacdo
especifica. E com base nesta subdivisao que dois tipos de marcadores moleculares tém sido
desenvolvidos: RAPD e AFLP [44, 45].

. Random amplified polymorphic DNA (RAPD)

Os RAPDs foram os primeiros marcadores moleculares baseados na técnica de
PCR a serem utilizados em anélises de variacdo genética [39, 46, 47]. Estes marcadores
sdo gerados através da amplificacdo aleatdria do ADN gendmico utilizando primers curtos
(entre 4 a 6 nucledtidos) e posteriormente os fragmentos gerados sdo separados por
eletroforese. O padrdo de gel dos fragmentos produzidos é carateristico de um dado
organismo. Se dois organismos tém o mesmo padrao, sdo considerados do mesmo tipo. Se

os padrdes sdo diferentes, sdo tipos diferentes. Os polimorfismos de ADN sdo produzidos
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através dos rearranjos ou dele¢des no ou entre os locais de ligacdo dos primers ao ADN
genomico. Como esta abordagem nao exige nenhum conhecimento prévio do genoma a ser
analisado, pode ser aplicado virtualmente em todas as espécies utilizando primers
universais [39].

Devido a rapidez e eficiéncia dos marcadores RAPDs foram desenvolvidos mapas
genéticos de elevada densidade em varias espécies de plantas como a Medicago sativa
(luzerna) [48], a Vicia faba (fava) [49], a Malus domestica (macd) [50] e a Vitis vinifera
(videira) [51]. A técnica RAPD é réapida, barata e tem sido utilizado para a detecdo de
diferencas genéticas entre organismos. Na videira, foram detetados varios polimorfismos
recorrendo a estes marcadores [52-55]. A principal desvantagem deste método é a
dependéncia de condicGes experimentais restritas [30, 33, 39]: diferentes termocicladores,
polimerases e concentracdes de primer bem como diferentes operadores que podem
influenciar os resultados. Além disso como varios loci sdo amplificados, por cada par de
primer, os perfis obtidos ndo permitem distinguir entre individuos homozigoticos e

heterozigoticos [33, 39].

o Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Para superar o problema da reprodutibilidade associada ao marcado RAPD, foi
desenvolvido o marcador AFLP. A analise de AFLP baseia-se na amplificacdo seletiva, via
PCR, de um subconjunto de fragmentos gendmicos gerados apoOs digestdo com uma
enzima de restricdo cujo reconhecimento da sequéncia aparece poucas vezes N0 genoma,
combinado com outra enzima de restricdo cujo reconhecimento da sequéncia aparece
varias vezes no genoma. Pode ser considerado como um intermédio entre as metodologias
RFLPs e as metodologias RAPDs pois combina o poder do RFLP e a flexibilidade da
técnica de PCR [44, 45].

Estes sdo marcadores universais, pois permitem obter impressGes digitais de
qualguer ADN, independentemente da sua origem, sem o conhecimento prévio do genoma.
A maioria dos fragmentos que se obtém utilizando esta técnica correspondem a posicdes
Gnicas no genoma e portanto podem ser utilizados como pontos de referéncia no
mapeamento genético e fisico. Existem varios fatores que podem levar ao aparecimento ou
desaparecimento de bandas, tais como mutacGes no local de restricdo, mutacbes das
sequéncias que estdo a flanquear o local de restricdo, bem como insercdes e delecdes [39].

A principal vantagem desta tecnologia é o grande numero de fragmentos que sdo gerados
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simultaneamente, aumentando o poder de detecdo de variabilidade genética. Por esta razéo,
esta técnica tem sido utilizada principalmente no estudo da diversidade genética entre
individuos e na construcdo de mapas genéticos e mapeamento de genes de interesse em
diferentes espécies [39, 56]. Em V. vinifera, estes marcadores tém sido ainda utilizados
para avaliar o grau de relacdo e a variabilidade entre castas [57, 58], porém o facto de
serem marcadores dominantes, ndo permitem a detecdo de alelos recessivos em

heterozigoticos [44].

o Marcadores baseados em microssatélites

No fim dos anos 80, os microssatélites, foram detetados simultaneamente por trés
grupos de cientistas [59-61]. Os microssatélites, também conhecido como Simple Sequence
Repeats (SSR) ou Short Tandem Repeats (STR), sdo regides ndo codificantes do ADN
compostas por pequenos motivos de 1-6 nucleotidos que se repetem em tandem. Estes
marcadores podem ser classificados como perfeito, imperfeito, interrompido ou composto.
Num microssatélite do tipo perfeito, a repeticdo da sequéncia ndo € interrompida por
qualquer base ndo pertencentes ao motivo (por exemplo, TATATATATATATATA),
enquanto num microssatélite imperfeito, ha um par de bases entre os motivos repetidos que
ndo coincide com a sequéncia motivo (por exemplo, TATATATACTATATA). No caso de
um microssatélite interrompido ha uma sequéncia pequena dentro da sequéncia repetida
gue ndo coincide com a sequéncia motivo (por exemplo TATATACGTGTATATATATA),
enquanto num microssatéelite composto, a sequéncia contem duas sequéncias distintas
adjacentes que se repetem (por exemplo, TATATATATAGTGTGTGTGT) [62].

A existéncia de sequéncias repetidas em tandem no ADN genomico de plantas foi
demonstrado por Delseny et al. [63]. Posteriormente foi demonstrado que estas sequéncias
eram ubiquas na maioria dos organismos, e representam uma importante fonte de variacédo
genética [30]. Em eucariotas estima-se que existam microssatélites em aproximadamente
10*-10° loci, dispersos aleatoriamente no genoma. Esta abundancia de microssatélites
constitui uma fonte quase ilimitada de locais polimorficos que podem ser explorados como
marcadores genéticos. A maioria dos microssatélites estudados (48-67%) sao
dinucledtidos. Em animais, a mais frequente é AC, em plantas, as repeticGes
dinucleotidicas que ocorrem com mais frequéncia correspondem as repeticdes do tipo AT
[64].
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Os polimorfismos associados num locus especifico devem-se & variacdo do
comprimento do microssatélite, que por sua vez depende do numero de repeticbes dos
nucledtidos. As variacbes no nimero de unidades repetitivas deve-se principalmente ao
deslizamento da enzima ADN polimerase durante a replicagdo de ADN [62, 65].

Estes marcadores moleculares sdo codominantes, abundantes no genoma e
apresentam um elevado grau de diversidade alélica. Além disso a interpretacdo dos
resultados demonstrou ser bastante facil [30]. A detecdo do tamanho dos microssatélites
tem sido feita utilizando sistemas de capilares em sequenciadores automaticos, o que esta
associado a uma boa resolucéo, elevada sensibilidade e reprodutibilidade [30].

Os microssatélites, por serem altamente polimérficos, sdo marcadores genéticos

muito potentes e com uma grande capacidade para resolver diferencas genéticas quando
comparados a outras classes de marcadores geneticos. Por estas razdes estes marcadores
sdo rotineiramente utilizados para identificacdo forense, determinacdo de relagdes
genéticas entre individuos, estudos filogenéticos e genéticos em populagdes [65-67].
O grande poder discriminatério dos microssatélites justifica o seu uso quando se pretende
obter uma boa representacao da diversidade genética numa populacdo. O conhecimento da
quantidade e da distribuicdo da variabilidade genética é importante para o desenvolvimento
de estratégias de preservacdo de castas [30].

Vérios microssatélites foram isolados e caracterizados em diversas espéecies das
plantas frutiferas, tais como o Prunus persica (péssego) [68], a Malus domestica (maca)
[69] e a Vitis vinifera (videira) [70, 71].

. Marcadores Microssatélites em Videira (Vitis spp.)

Thomas e Scott [72] foram os primeiros investigadores a utilizar os microssatélites
para identificar as diferentes castas de videira. Estes autores mostraram que 0s
microssatélites eram abundantes e continham polimorfismos genéticos capaz de caraterizar
e identificar as variedades de Vitis vinifera e conseguiram identificar 26 castas de V.
vinifera e 6 espécies de Vitis [72]. Eles também demonstraram através de analises
filogenéticas que os microssatélites sdo codominantes e comportam-se de acordo com a
heranca mendeliana simples, confirmando a sua utilizacdo para 0 mapeamento genético.
Posteriormente, o estudo foi alargado para mais de 80 gendtipos que incluiam uvas de

vinho, uvas de mesa, uvas para a producdo de passas e porta-enxertos [30]. Posteriormente,

15



Introducéo

outros grupos iniciaram pesquisas com microssatélites, resultando no desenvolvimento de
primers especificos para Vitis [73-79].

O elevado poder de discriminacdo que se obtém com estes marcadores moleculares
pode ser utilizado para determinar a identidade de uma casta e identificar material vegetal
de origem desconhecida ao comparar 0 gendtipo obtido com gend6tipos de referéncias, que
estdo armazenadas numa base de dados [30].

Atualmente, a identificacdo de castas tem sido obtida através de microssatélites. Em
Portugal, diferentes estudos demonstraram a aplicabilidade com sucesso destes marcadores
na identificacdo de castas portuguesas. Almadanim et al. [80] conseguiram distinguir 51
castas portuguesas importantes na producdo de vinho analisando 6 loci de microssatélites.
Castro et al. [4] conseguiram identificar todas as castas utilizadas na producéo de Vinho
Verde analisando 12 loci de microssatélites. Veloso et al. [13] genotiparam as 313 castas
oficialmente autorizadas na producdo de vinho em Portugal usando 6 loci de
microssatelites. Os autores concluiram que estes loci eram muito informativos, tendo
permitido discriminar as castas estudadas. Assim, o estudo possibilitou a identificacdo de
244 gendtipos distintos e a identificacdo de sinGnimos em 40 castas.

Apesar de os microssatelites serem apropriados na identificacdo de castas,
considerando o baixo nivel de diversidade entre clones, estes marcadores moleculares néo
sdo definitivamente adequados para identificacdo clonal como foi mencionado por Imazio
et al. [81] e por Cipriani et al. [82].

O potencial dos microssatélites ndo se centra apenas em estudos de genotipagem
[54, 83-87]. Nos ultimos anos, os microssatélites tém sido aplicados na videira em estudos
de pedigree [88-92], identificacdo de QTLs (quantitative trait locus) [93-97], mapeamento
genético e fisico [98-105] e na identificacdo de sindnimos e homoénimos [106-112].

A andlise de microssatélites pode favorecer a confirmacdo e definicdo de
sindnimos, ou seja, podem identificar gendtipos idénticos conhecidos sob diferentes nomes
[30]. A identificacdo de duplicados é de importancia particular em colecdes de
germoplasma, onde deve ser mantida uma variabilidade genética maxima, mantendo o
namero de espécies no minimo [30]. Vérios sindnimos foram detetados na Coleccao
Ampelogréafica Nacional de Portugal por Lopes et al. [113]. Os autores demonstraram que
as castas dentro dos seguintes grupos, Ferndo Pires/Maria Gomes, Boal Cachudo/Boal da

Madeira/Malvasia Fina, Siria/Crato Branco/Roupeiro, Periquita/Casteldo Francés/Jodo de
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Santarém/Trincadeira e Verdelho da Madeira/Verdelho dos Agores/Verdelho roxo tinham

perfis de microssatélites idénticos, sendo por isso considerados sinbnimos.

Concluindo, a distin¢do de castas pode ser alcangado em diferentes graus com todos
os sistemas de marcadores moleculares mencionados anteriormente. No entanto, até agora,
nao foi possivel detetar polimorfismos entre os diferentes clones de uma determinada casta
com qualquer um destes marcadores, a exce¢do do marcador AFLP. Os primeiros
resultados positivos foram descritos por Cervera et al. [114]. Depois deste estudo, surgiram
outros estudos onde se mostra a aplicabilidade deste marcador na identificacdo de clones
da mesma casta na videira [115, 116]. Contudo, como ja foi referido anteriormente, a
principal desvantagem dos AFLPs é a sua incapacidade de distingdo entre individuos
homozigéticos dos individuos heterozigdticos [33].

o Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

Os Single Nucleotide Polymorphism tém emergido como uma importante
ferramenta no campo da genética e a sua utilizacdo tem vindo a aumentar como
marcadores moleculares em varios laboratérios para diversas aplicacfes. Eles possuem
caracteristicas Unicas que os tornam favoritos em relacdo aos outros marcadores referidos
anteriormente. O custo inicial envolvido é bastante elevado para estes marcadores.
Contudo, eles sdo passiveis de automacdo, e assim, eventualmente, podem tornar-se

rentaveis [32].

Um SNP, tal como o nome indica, ¢ um polimorfismo que ocorre apenas huma base
individual, ou seja, € uma variacdo nas sequéncias do ADN que ocorre numa posicao
individual e difere no genoma entre membros da mesma espécie ou entre pares de
cromossomas de um individuo, com frequéncia de pelo menos 1%. Os SNPs também
englobam insercdes e delecdes (INDEL), desde que ocorra com uma frequéncia de pelo
menos 1% [32, 117]. A figura 1 exemplifica um SNP.
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Individuo 1 TCGACTACTCTA
Individuo 2 TCGACTGCTCTA
Individuo 3 TCGACTRCTCTA
Individuo 4 TCGACTRCTCTA
Individuo 5 TCGACTACTCTA
Individuo 6 TCGACTACTCTA
SNP AlG

Figura 1 — Exemplo de uma mutagdo pontual (SNP) observado em seis individuos. A mutagdo pontual

corresponde a uma transic¢do purina-purina (A < G) e encontra-se destacada.

Os SNPs num determinado local numa molécula de ADN, teoricamente, envolvem
quatro possiveis nucleotidos, mas, na realidade, apenas duas destas quatro possibilidades
foram observadas em locais especificos numa populacdo. Assim, os SNPs sdo em grande
parte de natureza bi-alélica [32]. Em consequéncia desta natureza bi-alélica, o conteddo
informativo de um SNP ¢ limitado, em compara¢do com os marcadores microssatélites que
sdo polialélicos. Ainda assim, a grande abundancia de SNPs em grande parte compensa a
desvantagem de sua natureza bi-alélica, tornando-os marcadores moleculares mais
atrativos desenvolvidos até agora [32, 118-120].

Os SNPs podem resultar em transi¢des: purina-purina (A & G) ou pirimidina-
pirimidina (C & T), ou em transversdes: purina-pirimidina ou vice-versa (A & C, A& T,
Ge C,GeT)[121].

A distribuicdo de SNPs varia no genoma, sendo menos frequentes em regibes
codificadoras que nas nao-codificadoras [117]. Os SNPs que residem nas regides ndo-
codificantes podem ocorrer em sequéncias intergénicas, nas regides intrénicas, promotores
e enhancers. Um SNP intrénico pode afetar o splicing alternativo assim como, um SNP no
promotor pode influenciar na expressdao génica. Os SNPs que ocorrem em regides
codificantes podem ser classificados em dois grupos: sinbnimos, 0s quais ndo afetam a
estrutura primaria das proteinas e em nao-sinGnimos 0s quais alteram a sequéncia do
produto proteico. Um SNP do tipo sindbnimo pode modificar a estrutura e a estabilidade do
RNA mensageiro e, consequentemente, afetar a quantidade de proteina produzida,

resultando em diferencas fenotipicas. Além disso, os SNPs podem gerar coddes de
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terminacdo na molécula de RNA mensageiro e alterar codbes de iniciacdo de traducéo
[117].

De todos os marcadores moleculares, os SNPs s&o os mais abundantes e estdo
amplamente distribuidos por todo o genoma, apesar de a sua ocorréncia e distribuicdo
variar entre as espécies [32, 45]. No genoma humano, bem como nos genomas de diversas
espécies de plantas, a frequéncia de SNPs foi demonstrado ser uma ordem de magnitude
maior do que os microssatélites [119, 122]. No genoma humano estima-se que existem
1.42 milhGes de SNPs, ou seja, 1 SNP por cada 1,9kbp [32, 45, 123]. Em plantas os SNPs
ocorrem com mais frequéncia ao longo do genoma. No genoma do milho 1 SNP de 70bp
em 70 bp e 1 SNP de 20bp em 20bp no trigo tém sido observados em algumas regides [32,
45, 124].

Embora o contetido de informacéo de polimorfismo dos SNPs seja menor do que 0s
microssatelites, dezenas, centenas ou mesmo milhares SNP pode ser facilmente usados
quando necessario. Alem disso, sdo marcadores moleculares codominantes; os SNPs tém
uma baixa taxa de mutacdo (mais estaveis), quando comparados com 0s microssatélites;
facilmente sdo passiveis e sdo reprodutiveis entre laboratorios [125].

Os SNPs tém um elevadissimo potencial de utilizacdo nas mais diversas areas. Em
plantas tém sido utilizados para determinacdo de biodiversidade em Arabidopsis, cevada e
milho [124, 126-128]. A importancia economica da videira também levou a identificacdo
de SNPs a partir de bibliotecas de expressed sequence tags (EST) [129, 130] ou através de
outros metodos [131-133]. Além disso a sequenciacdo da variedade heterozigotica Pinot
noir pelo grupo de Velasco et al. [134] também veio permitir a identificacdo de SNPs.

Myles et al. [131] identificaram aproximadamente 49000 SNPs na V. vinifera.

Depois de se ter identificado SNPs na videira, estes foram aplicados as mesmas em
construcdo de mapas genéticos [104, 135], identificacdo de QTLs [103] e na identificacao
de variedades de videira [136-138]. Recentemente Cabezas et al. [138], utilizaram 48

SNPs, para discriminaram castas de V. vinifera.

Os cinco tipos de marcadores moleculares referidos anteriormente (RFLP, RAPD,

AFLP, SSR e SNP) sdo os mais utilizados no estudo do genoma de plantas, animais e
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humanos. A Tabela 1 compara alguns aspetos dos cinco marcadores moleculares mais

utilizados.

Tabela 1 — Anélise comparativa entre alguns marcadores moleculares.

RFLP RAPD AFLP Microssatélites SNP
Abundéancia Elevada Elevada Elevada Meédia Muito
elevada
Reprodutibilidade Elevada Baixa Elevada Meédia Elevada
Nivel de Médio Médio Médio Elevado Elevado
polimorfismo
Expressdo génica ~ Codominante  Dominante ~ Dominante Codominante ~ Codominante
Requerimento Elevado Baixo Médio Elevado Elevado
técnico
Custo Médio Baixo Baixo Elevado Elevado
Quantidade de Elevado Baixo Baixo Baixo Baixo

ADN requerido
Principal aplicacdo Construgdo de Marcacdo de Marcacdo de  Determinagéo Construcao

mapas fisicos genes genes de variabilidade de mapas
genética genéticos e
fisicos

Até a0 momento ainda nao se realizou um estudo usando SNPs para identificar
diferentes clones da mesma casta em Vitis vinifera. Tendo em conta que a variabilidade
que se verificam em clones, devem-se principalmente a mutacdes pontuais, 0s SNPs, sdo
potenciais marcadores moleculares para a discriminacédo de clones de videira. Assim, neste
estudo vai-se recorrer aos SNPs como marcadores moleculares para a discriminacao de

castas e clones de V. vinifera.
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2 Objetivos

A V. vinifera caracteriza-se por uma grande variabilidade genética, morfolégica e
metabdlica, o que constitui um problema para a identificacdo e discriminacao de castas e
clones de videira. A correta identificacdo de castas e clones de V. vinifera é importante
quer para 0s agentes econdémicos (viveirista, produtor, adega) quer para o consumidor.
Como as variedades de uva tém um efeito direto sobre a qualidade do produto acabado, a
selecdo e identificacdo de castas e clones s&o uma preocupacéo primordial para a qualidade
do vinho.

Assim, 0 objetivo geral deste trabalho consiste na identificacdo de castas e clones de
V. vinifera, sendo que para o atingir definimos os seguintes objetivos especificos:

i.  Identificacdo e Caraterizacdo de SNPs.
ii.  Avaliar o potencial de SNPs para discriminacdo de clones de castas de V.

vinifera.
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3 Material e Métodos

3.1 Recolha de amostras

Recolheram-se amostras de castas Nacionais e Internacionais, provenientes da
Estacdo Vitivinicola Nacional, Instituto Nacional de Investigacdo Agraria — Dois Portos
(INRB, I.P./INIA). Colheram-se, etiquetaram-se e colocaram-se as folhas das plantas, em

sacos individuais. No laboratorio, armazenaram-se as amostras -80°C.

3.2 Extracao de ADN genémico de videira

O protocolo aplicado para a extracdo de ADN a partir de folhas de videira foi
adaptado do protocolo do DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) com introducdo de alguns
procedimentos. Adicionou-se 0,100 mg de folha de videira e 200 uL de esferas de vidro
(~0,5 mm de diametro) num eppendorf de 2mL. A disrupgdo celular foi feita em dois
ciclos de 3 minutos num TissueLyser a 30 Hz. Depois disto, adicionou-se 400uL de
tampao AP1, 40pL de PVP 10% e 4ul de RNase A. Levou-se ao vortex todos o0s
eppendorfs preparados anteriormente e incubou-se durante 10 minutos a 65°C. De seguida,
adicionou-se 130uL de tampdo AP2, misturou-se e colocou-se em gelo durante 5 minutos.
Depois, pipetou-se o lisado para uma coluna “QIAshredder Mini spin” colocada num tubo
coletor de 2 mL e centrifugou-se a 20000g durante 2 minutos. De seguida, transferiu-se o
sobrenadante para um tubo de eppendorf. Adicionou-se 1.5 volumes do tampdo AP3/E ao
sobrenadante e ressuspendeu-se. Seguidamente, transferiu-se 650uL da mistura anterior
para coluna “DNeasy Mini spin” e centrifugou-se a 6200g durante 1 minuto e no fim
descartou-se o sobrenadante. Repetiu-se 0 passo anterior para o resto da amostra. Depois,
colocou-se a coluna hum novo tubo coletor de 2mL e adicionou-se 500uL de tampado AW e
centrifugou-se a 6200g durante 1 minuto e no fim descartou-se o sobrenadante. Adicionou-
se novamente 500uL de tampdo AW e centrifugou-se a 20000g durante 2 minutos. Por fim,
colocou-se a coluna num eppendorf de 1,5mL e adicionou-se 75uL. de tampao AE para
eluir o ADN. Incubou-se durante 5-10 minutos a temperatura ambiente e depois

centrifugou-se a 6200g durante 1 minuto.
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3.3 Quantificacdo do ADN

A quantidade e a pureza das amostras de ADN foram determinadas pela leitura da
densidade 6tica a 260nm e 280nm num espectrofotometro NanoDrop ® ND-1000 UV-Vis
(ThermoScientific), de acordo com as especificacbes do fabricante.

3.4 SNPs

3.4.1 Selecao de SNPs

Com o intuito de avaliar o potencial de SNPs para a discriminacao de clones e castas
de V. vinifera, pesquisaram-se na bibliografia SNPs em videiras. Depois disto, avaliou-se a
sua conservacao e deste modo selecionaram-se 0s SNPs menos conservados, e que por
conseguinte apresentariam uma maior probabilidade de conseguirem distinguir castas e
clones de videira. Para tal, fez-se um BLAST do SNP contra outras especies de plantas

como a Arabidopsis thaliana. Depois deste passo, seguiu-se para o desenho de primers.

3.4.2 Desenho dos primers

Desenharam-se primers (forward e reverse) de modo a amplificar os fragmentos que
contém os SNPs. O programa utilizado para a construcédo dos primers foi o Oligo Explorer,
verséo 1.2.

O desenho dos primers teve em conta varios critérios: (i) tamanho dos primers entre
18 a 23 nucleotidos, (ii) temperatura de melting (Tm) entre 58-60°C, (iii) percentagem de
GC entre 40-70%, (iv) diferenca até 2°C na Tm entre o primer forward e reverse, (V)
tamanho minimo do amplicdo: 100bp, (vi) tamanho maximo do amplicdo: 280bp.

Depois de introduzidos estes critérios, o software gerou uma lista com varios pares
de primers. Destes, e sempre que possivel, foram escolhidos os pares de primers que nao
formavam estruturas secundarias. A formacdo de estruturas secundarias dos primers,
produzidas por interac@es inter e intramoleculares podem levar a uma fraca formacao de
produto de PCR.

Os primers foram encomendados a Invitrogen, a Sigma e a IDT. Depois de

encomendadas, ressuspenderam-se em tampao TE 1x a uma concentracdo final de 100 uM,
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sendo 0s mesmos diluidos a uma concentracdo final de 10 uM para serem utilizados nas

reacdes de PCR.

3.4.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As reacg0es para a amplificacdo dos fragmentos que contém os SNPs foram realizadas
no termociclador da Eppendorf (Eppendorf MasterCycler Gradient n°5341). Fez-se a
reacdo de PCR para cada amostra de ADN e para cada par de primer. Para cada par de
primer foi preparada uma mistura para um volume final de 25 pl, contendo 1x PCR Buffer
(Bioron); 1,7mM de MgCls; 0,2mM de dNTPs (Bioron); 0,4uM de cada primer; 1U de Taq
Polimerase (Bioron) e 10-40ng de ADN. Todas as reacGes foram acompanhadas de um
controle negativo, formado por todos os compostos da reagdo, com excecdo do ADN
genomico, cujo volume foi substituido por agua Milli-Q esteril.

Foi utilizado o seguinte programa de PCR: um periodo inicial de desnaturacao de 2
minutos a 94°C, seguido de um ciclo de 30 repeticdes de 30 segundos a 94°C, 30 segundos
a temperatura de annealing do respetivo primer, 60 segundos a 72°C, e finalmente um
periodo de extensdo de 5 minutos a 72°C. Os produtos de amplificagdo foram conservados

a 4°C até a sua resolucao segundo a metodologia descrita em 3.4.4.

3.4.4 Eletroforese dos produtos de amplificacao

A confirmacdo da reacdo de amplificacdo foi realizada no LabChip® 90. Este
equipamento, permite fazer a separacdo dos acidos nucleicos (eletroforese capilar), de
forma rapida precisa e automatizada. O protocolo utilizado foi de acordo com as
especificacdes do fabricante.

Para além desta metodologia, a confirmacao da reacdo de amplificacdo, efetuou-se
por eletroforese horizontal em géis de agarose. Prepararam-se geis de agarose a 1% (p/v)
em TAE 1x, que foram corados com brometo de etidio numa concentracdo final de
0,3pg/mL. Por cada amostra, retirou-se 8L do produto de reacdo de PCR e adicionou-se
2uL de tampdo de deposicdo. Para verificar a amplificacdo com o tamanho pretendido,
comparou-se o produto com um marcador molecular NZYDNA Ladder I (NZYTech). A
eletroforese decorreu a 90V durante 30 minutos. Apds a corrida de PCR, visualizaram-se
0s geéis sob luz ultravioleta no Molecular Imager Gel Doc XR System (BioRad). As
imagens geradas, foram adquiridas e analisadas através do programa Quantity One versao

4.6.3 (BioRad). As composi¢des das solucdes utilizadas encontram-se no Anexo |.
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3.4.5 Purificacao dos fragmentos amplificados

Apbs a amplificacdo, e antes de se proceder a reacdo de sequenciagdo, torna-se
necessaria a remocao dos reagentes em excesso resultantes da amplificacdo por PCR, como
primers e dNTPs.

A purificacdo foi realizada recorrendo ao Kit llustra Exostar (GE Healthcare). Este
kit de purificacéo, é formado por duas enzimas hidroliticas — Exonuclease | e a Fosfatase
Alcalina. A enzima exonuclease | degrada o ADN single strand, como 0s primers, no
sentido 3’-5°, libertando os desoxirribonucleotideos monofosfatados. Ja a funcdo da
enzima Fosfatase Alcalina, é o de desfosforilar os dNTPs que ndo foram incorporados na
reacdo de PCR e desfosforilar os ANMPs.

Adicionou-se 0,7pL de cada enzima a 3,5 pL do produto de PCR em novos tubos de
PCR de 0,2mL, posteriormente, colocaram-se os tubos no termociclador da Eppendorf
(Eppendorf MasterCycler Gradient n°5341) a 37°C durante 15 minutos e de seguida, a
80°C durante 15 minutos. A seguir, procedeu-se a reacdo de sequenciacao.

3.4.6 Genotipagem de SNPs

Os fragmentos anteriormente amplificados, foram sequenciados a fim de identificar
SNPs. As reacGes de sequenciacdo foram baseadas na técnica de sequenciagdo por
terminacgdo de cadeia por didesoxinucleotideos descrita por Sanger et al. [139]. Para tal, foi
empregado o Big®Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems) para
as reacdes de sequenciacdo. Fez-se a reacdo de sequenciacdo para cada amostra de ADN e
para o primer forward dos primers pares utilizados. Para cada primer foi preparada uma
mistura para um volume final de 10ul, contendo 2uL de BigDye® Terminator v3.1
Sequencing Buffer (5x), 2uL de BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready
Reaction-100, 3,2pmol dos oligonucleotideos forward, 4,9 pL do produto de PCR
purificado e 0,6uL de H,O Milli-Q estéril. As reacGes de sequenciacdo ocorreram no
termociclador da Eppendorf (Eppendorf MasterCycler Gradient n°5341), utilizando o
seguinte programa: um periodo inicial de desnaturacdo de 3 minutos a 96°C, seguido de um
ciclo de 25 repetices de 10 segundos a 96°C, 5 segundos a temperatura de annealing do

respetivo primer, e 4 minutos a 60°C.
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Apos a reacdo de sequenciacgdo realizou-se a purificagdo dos seus produtos através do
BigDye® XTerminator™ Purification Kit (Applied Biosystems). Adicionou-se a cada poco
da placa de sequenciacdo 45uL da solugdo SAM™, 10uL da solucdo XTerminator™ e
10uL do produto de PCR. Selou-se a placa de sequenciacéo e agitou-se no vortex IKA®
MS 3 Basic durante 30 minutos a 2000rpm. No fim centrifugou-se a placa durante 2
minutos a 1000g.

Por fim, as amostras foram corridas num sequenciador automatico Genetic Analyser

3500 (Applied Biosystems) para a realizacdo da eletroforese capilar.

3.4.7 Analise dos dados

A detegdo de polimorfismos envolve o conhecimento da sequéncia de ADN para um
mesmo loci de varios individuos dentro de uma determinada populacdo, permitindo a
observacdo de posicOes especificas que possam apresentar variacdes as quais caracterizam
os diferentes alelos. Desta forma, as sequéncias obtidas foram analisadas com o auxilio do
software Codon Code Aligner versdo 3.7.1. A qualidade das sequéncias obtidas foram
verificadas atraves do eletroferograma. Depois de verificada a qualidade, as sequéncias

geradas foram alinhadas atraves do Clustal W para a detecdo de SNPs.

3.4.8 Construcao das arvores filogenéticas

Para a construcdo das arvores filogenéticas, recorreu-se a plataforma Phylogeny.fr
disponivel na internet [140]. A analise foi feita no modo “Advanced” ¢ todos os
parametros estavam no modo “default”. A Unica alteracdo realizada foi modificar de
“Approximate Likelihood-Ratio Test” para o procedimento de “bootstraping”, com um

namero de bootstraps igual a 500.
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3.5 Microssatélites

3.5.1 Selecao e teste de Primers

Selecionaram-se um total de 14 loci de microssatélites, provenientes de pesquisa
bibliogréafica e cruzamento de dados entre a OIV (International Organisation of Vin and
Wine), a Base de Dados Europeia da Vitis (The European Vitis Database) e um estudo de
Laucou et al. [141].

Tabela 2 — Nomes, sequéncia de primers, tamanho e repeticdo dos microssatélites utilizados na
identificacdo de castas. Os 14 loci de microssatélites estdo divididos em 3 multiplexs

Microssatélite | Multiplex | Fluoréforo | Tamanho Primer Forward (5’-3’) Primer Reverse (5’-3') Repeti¢do Referéncia
VVIih54 NED 139-187 CCGCACTTGTGTTGAATTTCAG CAAACCGTTTTTACACCAGCAG (GA)n Merdinoglu et al. (2005)
VVIq52 FAM 71-89 TAAAAGGATGGTAGATGACAGA TAAAAGGATGGTAGATGACAGA (CT)n Merdinoglu et al. (2005)
VVMD5 1 VIC 216-287 CTAGAGCTACGCCAATCCAA TATACCAAAAATCATATTCCTAAA | (CT)nAT(CT)nATAG(AT)n Bowers et al. (1999)
VVMD7 FAM 231-268 AGAGTTGCGGAGAACAGGAT CGAACCTTCACACGCTTGAT (CT)n Bowers et al. (1999)

VrZAG79 PET 236-260 AGATTGTGGAGGAGGGAACAAACCG TGCCCCCATTTTCAAACTCCCTTCC (GA)n Sefc et al. (1999)
VVS2 FAM 120-165 CAGCCCGTAAATGTATCCATC AAATTCAAAATTCTAATTCAACTGG (GA)n Thomas and Scott (1993)
VrZAG62 NED 185-203 GGTGAAATGGGCACCGAACACACGC CCATGTCTCTCCTCAGCTTCTCAGC (GA)n Sefcetal. (1999)
VVMD27 5 VIC 172-218 | GTACCAGATCTGAATACATCCGTAAGT ACGGGTATAGAGCAAACGGTGT (CT)n Bowers et al. (1999)
VVMD32 PET 217-289 TATGATTTTTITAGGGGGGTGAGG GGAAAGATGGGATGACTCGC (CT)n Bowers et al. (1999)
VVIib01 VIC 278-318 TGACCCTCGACCTTAAAATCTT TGGTGAGTGCAATGATAGTAGA (CT)n Merdinoglu et al. (2005)
VVMD25 FAM 234-272 TTCCGTTAAAGCAAAAGAAAAAGG TTGGATTTGAAATTTATTGAGGGG (CT)n Bowers et al. (1999)
VVMD28 FAM 214-282 | AACAATTCAATGAAAAGAGAGAGAGAGA | TCATCAATTTCGTATCTCTATTTGCTG (CT)n Bowers et al. (1999)
VVIp60 3 VIC 291-348 GGGGAATAACTAAATTGAGGAT GTATGAATGCGGATAGTTTGTG (TG)NA(GT)n(GA)n Merdinoglu et al. (2005)
VVIn16 NED 141-175 ACCTCTATAAGATCCTAACCTG AAGGGAGTGTGACTGATATTTC (CA)nCG (CA)n Merdinoglu et al. (2005)

Os primers foram encomendados e marcados com fluoréforos (Primer forward):

VVIh54, VrZAG62 e VVInl6 com o fluoroforo NED (amarelo); VVIg52, VVMD?7,
VVS2, VVMD25 e VVMD28 com o fluoréforo FAM (azul); VVMD5, VVMD27, VVIb01
e VVIp60 com o fluoréforo VIC (verde) e VIZAG79 e VVMD32 com o fluoroforo PET
(vermelho), de forma a serem detetados pelo equipamento de eletroforese capilar. Apos a
encomenda, ressuspenderam-se em tampéao TE 1x a uma concentracdo final de 10 uM para

serem utilizados nas reacdes de PCR.

3.5.2 Multiplex

De forma a garantir uma maior eficiéncia e rapidez na amplificacdo de
microssatélites, os 14 loci foram divididos em trés multiplexes distintos, em funcéo do seu

tamanho (numero de pares de bases esperado) e fluor6foros utilizados.

32



Material e métodos

3.5.3 PCR em Multiplex

Procedeu-se & amplificacdo dos microssatélites através de reacdes de PCR em
Multiplex, seguida de andlise de fragmentos (Eletroforese Capilar).

Para a realizacdo da reagdo em multiplex utilizou-se o “Type-it Microsatellite PCR
Kit” (Quiagen). Para cada amostra, adicionou-se 6,25 uL de MasterMix de Type-it (2x),
4,75ul de agua Milli-Q estéril, 1ul de amostra (0,5ng/ul) e 0,5ul de uma mistura de
primers, de acordo com o multiplex em causa.

A mistura de primers foi preparada a partir de solugdes stock de cada primer, a
concentracdes de 10ng/ul. Assim, para a reacdo de PCR em Multiplex, os primers
encontravam-se em concentracdes otimizadas, de acordo com a tabela 3.

Fez-se a reagdo de PCR no termociclador da Eppendorf (Eppendorf MasterCycler
Gradient n°5341) e utilizou-se o seguinte programa de PCR: um periodo inicial de
desnaturacdo de 5 minutos a 96°C, seguido de um ciclo de 28 repeticdes de 30 segundos a
95°C, 90 segundos a 56°C, 30 segundos a 72°C, e finalmente um periodo de extenséo de 30
segundos a 60°C.

Tabela 3 — Primers em multiplex com as concentrag@es otimizadas de cada um

Primer Forward Reverse

VVIh54 0.048uM 0.048uM

VVI152 0.038uM 0.048uM

Multiplex1 VVMD5 0.08uM 0.09uM
VVMD7 0.048uM 0.048uM

VIZAG79 0.017uM 0.032uM

VVS2 0.048uM 0.048uM

VIZAG62 0.032uM 0.032uM

Multiplex2 VVMD27 0.048uM 0.048uM
VVMD32 0.032uM 0.032uM

VVIb01l 0.032uM 0.032uM

VVMD25 0.032uM 0.032uM

VVMD28 0.048uM 0.048uM

Multiplex3 VVIp60 0.048uM 0.048uM
VVIn16 0.048uM 0.048uM
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3.5.4 Anadlise de Fragmentos

Apoés a amplificacdo dos microssatélites, procedeu-se entdo a anélise de fragmentos
através do equipamento 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems).Para cada reagdo, de
PCR retirou-se 1ul das amostras aos quais adicionou-se 8,75ul de formamida e 0,25ul de
Liz (GeneScan_500_Liz) e apds uma breve desnaturacdo (3 minutos a 60 °C), foi efetuada
uma eletroforese capilar levada a cabo pelo sequenciador 3500Genetic Analyser (Applied
Biosystems). Posteriormente foi realizada a analise de tamanhos e intensidades dos alelos
obtidos através do software GeneMapper versdo 4.1.1 (Applied Biosystems).

3.5.5 Construcao das arvores filogenéticas

Para a construcdo da arvore filogenética, através dos dados obtidos a partir dos
microssatelites, recorreu-se ao software BioNumerics versdo 6.5 (Applied Maths). As
distancias geneéticas foram estimadas através da correlagdo de Pearson e utilizou-se o
método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com o

numero de bootstrap de 1000 para a construcdo da arvore filogenética.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Introducao

A V. vinifera carateriza-se por uma grande variabilidade genética, morfoldgica e
metabdlica. Esta elevada variabilidade constitui um problema para a identificacdo e
discriminagédo de castas e clones de videira. A correta identificagdo de castas e clones de V.
vinifera é importante quer para os agentes econdémicos do sector vitivinicola (viveirista,
produtor, adega) quer para 0 consumidor sendo que as mais recentes regulamentacdes do
comércio internacional e as leis de rotulagem de vinho exigem que os vinhos sejam
rotulados com a(s) casta(s) utilizada(s) para a producdo de determinado vinho. As
variedades de uva tém um efeito direto sobre a qualidade do produto acabado. Assim, a
selecdo e identificacdo de castas e clones sdo uma preocupacéo primordial para a qualidade
do vinho.

No sentido de discriminar castas e clones de V. vinifera, neste trabalho, recorreu-se ao
uso de SNPs como marcadores moleculares. A escolha incidiu nos SNPs dado as suas
caracteristicas unicas, tais como, serem 0s marcadores mais abundantes e mais estaveis no
genoma. Os SNPs podem ser usados para diversas aplicacdes, incluindo identificacdo de
castas, a construcdo de mapas genéticos, estudos de associacdo entre um dado genotipo e

uma caracteristica de interesse, entre outros.

4.2 Selecdo e otimizacao de regioes polimorficas de V. vinifera

Com o intuito de discriminar castas e clones de V. vinifera, recorrendo aos SNPs,
comegou-se por pesquisar SNPs na V. vinifera. Depois deste passo, avaliou-se a
conservacdo do SNP, recorrendo a ferramentas bioinformaticas. Para tal, fez-se um
BLAST do SNP contra outras espéecies de plantas. Com este passo pretendeu-se avaliar a
sua conservacdo e deste modo selecionaram-se 0s SNPs menos conservados, e que por
conseguinte apresentariam uma maior probabilidade de conseguirem distinguir castas e
clones de videira. Ou seja, um SNP era excluido se este fosse conservado entre varias
espécies de plantas uma vez que estd associado a um baixo poder discriminatério. Por
outro lado, um SNP era selecionado se este fosse exclusivo da videira. Apds esta avaliacdo

do SNP, foram selecionados 32 SNPs para utilizar neste trabalho.
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Uma vez selecionados, os SNPs, prosseguiu-se para a sua caracterizacdo in silico.
Pretendeu-se assim saber em que cromossoma e em que regido do gene se localiza o SNP
bem como o polimorfismo a que esta associado. A tabela 4 resume estas caracteristicas
referidas dos 32 SNPs. Importa referir destes 32 SNPs em estudo, 57% localizam-se em
intrdes; 28% em exdes e 15% em regides intergenicas (Fig. 2).

Localizagao dos SNPs

HEx3do MIntrao Intergenes

Figura 2 — Localizacdo dos SNPs em estudo

Tabela 4 — Caraterizacdo dos SNPs utilizados no estudo

Nome Polimorfismo  Localizacdo do  Cromossoma
SNP
SNP1 AIG exdo 4
SNP2 CIT exdo 9
SNP3 AIG intergenes 19
SNP4 AT exdo 2
SNP5 AT intrdo 9
SNP6 A/G intréo 18
SNP7 AIC intréo 12
SNP8 AT intergenes 17
SNP9 AIG intergenes 10
SNP10 CIT exéo 19
SNP11 CIT intrdo 3
SNP12 CIT exdo 6
SNP13 AT intréo 7
SNP14 CIG exao 8
SNP15 CIT intréo D
SNP16 A/G exdo 5
SNP17 CIG intréo 15
SNP18 CIT intréo 16
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SNP19
SNP20
SNP21
SNP22
SNP23
SNP24
SNP25
SNP26
SNP27
SNP28
SNP29
SNP30
SNP31
SNP32

AIC
AIC
AIG
GIT
CIT
AlG
CIT
CIT
GIT
AT
GIT
CIT
CIT
AIC

intréo
intrdo
intréo
intergenes
intrdo
intrdo
intrdo
intrdo
intrdo
intrdo
intergenes
intrdo
exao
exdo

Legenda : D-(cromossoma desconhecido)

Posteriormente, desenharam-se primers (forward e reverse) de modo a amplificar

os fragmentos que contém os SNPs. Foram desenhados no total 64 primers (32 pares de

primers) para a amplificagdo dos 32 fragmentos que contém os SNPs. Para o desenho dos

primers foi utilizado sequéncia da videira como molde. Na tabela 5 encontra-se as

sequéncias dos primers desenhados.
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Tabela 5 — Lista de primers utilizados para amplificar os fragmentos que contém os SNPs. Na tabela esta
representada o nome do primer (F — Forward; R - Reverse), a sequéncia, a temperatura de annealing e o
tamanho do amplicdo

Nome

Sequencia 5'-3"

Ta°C

Tamanho do amplicdo

(bp)
SNP1_F CCTGCTATCTTATGCGTCTC 54 215
SNP1. R  TCTTCGCCTCCATATTGATAC
SNP2_F CTGAGGATAACATCGCGGT 54 938
SNP2_R GGGGAGGGAAGATGCCAC
SNP3_F TCTAACTGCATCGCTCACC 54 269
SNP3_R TCCTGCTCTACTTCTCCATC
SNP4_F CCACAGCAGTCGACACTG 54 934
SNP4_R CTCACTCCTTACCTCTCTG
SNPS5_F GCCGTCAGTACTCGTGAC 54 163
SNP5_R  AGACACAGACACAACAATCG
SNP6_F TGTCTCTAATCCTCGAGGTC 56 938
SNP6_R TCTATCTTGCTCTTCTTCACG
SNP7_F CACAGTCAACTGCGCTCC 54 258
SNP7_R CAACTACTCTCTAATCAGCC
SNP8_F GCTGTTTCCAGTATCTTTGTC 56 a1
SNP8_R CTTGTCGTTCCGCGTCTTG
SNP9_F CCTACCCTCACCATGCTC 54 105
SNP9_R CGACACCTATCTCTCATCAC
SNP10_F TTGTCTCGAGCTTCATCTAC 54
SNP10_R GCCATCACATTCCACTCAC 264
SNP11_ F GGTGTTGTTGATTGTAGGATC 56 a4
SNP11_ R TGATCATTGGTTGTCTGTGAG
SNP12_F TGCCTGTTTTAGTGTTCGTC 54 197
SNP12_R  GTTGTTGGTAGCGATCTGTG
SNP13_F GTGTTTAGTGCTTGAGATGAG 54 207
SNP13_ R ATCATGGGAGTGAATGAGAG
SNP14_F TACAAAGGAAGGAAGCTACAC 56
SNP14_ R CATGTGTGCAAGTCGAGATC 193
SNP15_F GTGGATGTGAATGGAGTGAG 54 146
SNP15_ R ATTGTGGTGAAACAAGGAGC
SNP16_F AGACACTGGCAATAGCACAC 56 236
SNP16_R GGACAGATGAAGGATAAGAGA
SNP17_F GGTGTGTGGGATGGGAATG 54 240
SNP17_R  AGGAGCGTTCGGACTATAAT
SNP18_F AATGCACTTAAGGCAGTCAAG 56 938
SNP18_R TGTACTGTGACAATCACAGCA
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Tabela 5 — Continuagéo

Nome Sequencia 5'-3" Ta°C Tam_arlho do
amplicéo (bp)

SNP19 F CTACAGTTATGGCTCGGTTG
SNP19 R GATGGCTTGAACTTACAATGG o 233
SNP20_F GAGATGAGAGTGGACAGAG 54 171
SNP20 R GCTTATGAGAAGGGAGATTAG
SNP21 F ACAGCATCGACCTTTAATTCC 56 -
SNP21 R CGAGAGACGACTATGTGTAG
SNP22 F CCAAGGCAGGGTTCATTAG £4 243
SNP22 R GATTTCAAAAGGGTGTTCAGG
SNP23_F AGTCGATGCATATCGTAAGG £4 211
SNP23 R GTAGAGGTAGACTGTGGAG
SNP24 F TTGATGTGAAGGTTAGGATGC 54 243
SNP24 R GATGGGATGGTAGGCTGG
SNP25_F TTCTTCTTGTGTTTGCCCCG £4 184
SNP25 R CAATACACCCACATCCGTC
SNP26_F ACACCTATCGTGTCTGTTCG
SNP26_R ACTCCTCATCATGACTTGTC >4 183
SNP27_F GGCAGAGTGTTGGATCGTG 54 249
SNP27_R GATGGTGTGAATAGTGTAGG
SNP28_F CCTGCTGTCTCACTGACG
SNP28 R TCCAATCCGTCTTTCACAAC >4 268
SNP29 _F TCACACTTATCTACCAACCG
SNP29 R TTTCCTCTTCCTCTCTTCAC >4 21
SNP30_F TCTGGATCTGCTGATTCATG 54 247
SNP30_R CTACTTTTGCTACTCCCTAC
SNP31_F GCTGCTGTCTTACGAGTCG
SNP31 R TTGAGTGTATCCTGAGCTATG >0 205
SNP32 F GTTAGAATAAGGTAATTTCATCC 56 517

SNP32_R

GGATGAGTATAATGGATGGATT
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Os 32 pares de primers foram testados para verificar a sua capacidade de
amplificacdo no genoma de videira. Como se pode observar nas figuras 3 e 4, trinta pares
de primers amplificaram com sucesso o ADN de videira. Para estes pares de primers,
verifica-se a presenca de uma banda, com o tamanho esperado, comprovando a
especificidade dos primers para a regido alvo. Para os pares de primers SNP30 e SNP32
obteve-se uma fraca amplificacdo (bandas fracas). Apenas os pares de primers SNP12 e
SNP19 ndo amplificaram o ADN de videira.

~ S N y m » Hh © A o O
$ 488 £ o g8d8 £ 8§ 44 188
”'Qfobfofo«'ohbfo%bfofobfo@&;fo_
o
--

Figura 3 — Teste de amplificagio aos primers em gel de agarose 1%. Na extremidade estd o marcador de
peso molecular NZYDNA Ladder | (NZYTech). Para este teste utilizou-se um ADN de videira (Bical-3)

' we  1800b

S & AT OSSN SD N ;
& & S LSS SRS 2SS o
G 6 G666 GG 6 G G G G GO mm 800
we  600bp

s 400bp

e L S .- 200bp

- -

Figura 4 — Teste de amplificagio aos primers em gel de agarose 1%. Na extremidade estd o marcador de
peso molecular NZYDNA Ladder | (NZYTech). Para este teste utilizou-se um ADN de videira (Bical-3)

No sentido de aumentar a formacdo de produtos, procedeu-se a otimizagdo das
reacbes de PCR para os pares de primers que ndao amplificaram e para aqueles que
resultaram numa fraca amplificacdo, aumentando-se a concentracdo de MgCl, de 1,7mM
para 2,0mM. Os restantes parametros da reacdo de PCR mantiveram-se como esta descrito

na seccao 3.4.3.
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Como se pode observar pela figura 5, ap6s a otimizacdo, verificou-se uma
amplificacdo para os pares de primers que anteriormente ndo amplificaram. Verifica-se
também que se obteve uma boa amplificacdo para os pares de primers SNP30 e SNP32

pela presenca de bandas fortes.

1800b

N oS K P
§§¢ &y

S S D 1000bp

@ 9 9 9 e 300bp

'- 600bp

W 400bp

- - - © 200bp

Figura 5 — Otimizagéo dos pares de primers SNP12, SNP19, SNP30 e SNP32.

Uma vez otimizadas as reacdes de amplificagdo dos 32 SNPs, prosseguiu-se com a
genotipagem dos SNPs em vérias castas de V. vinifera. Foram utilizados 10 castas de V.
vinifera e para cada casta utilizaram-se 2 clones, a excec¢éo da casta Touriga Nacional, da
qual se utilizaram 8 clones. Na tabela 6 estdo representadas as castas utilizadas neste

estudo. No total foram genotipadas 26 amostras para as 32 regides selecionadas.

Tabela 6 — Castas utilizadas no estudo.

Nome Abreviatura Origem Tipo de casta

Baga Baga Nacional Tinta

Bical Bical Nacional Branca
Cabernet Sauvignon C.Sau Internacional Tinta

Chardonnay Chard Internacional Branca
Pinot Noir P.Noir Internacional Tinta
Syrah Syrah Internacional Tinta
Tinta Pinheira T.Pin Nacional Tinta
Tinta Roriz T.Roriz Nacional Tinta
Touriga Francesa T.Fran Nacional Tinta
Touriga Nacional T Nacional Tinta
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4.3 Genotipagem de V. vinifera utilizando SNPs

Para a genotipagem, amplificaram-se, por PCR, as regides que flanqueavam os
SNPs para cada amostra de ADN. O sucesso e a qualidade das amplificagbes foram
confirmados por eletroforese, utilizando através o sistema de eletroforese capilar em chip
(LabChip) e/ou atraves de eletroforese em geis de agarose. Os resultados referentes as
amplificages encontram-se no anexo II.

Uma vez amplificados, todas as amostras foram sequenciadas para 0s 32
fragmentos que contém os SNPs através do método de Sanger. ApOs a sequenciacéo,
alinharam-se as sequéncias das amostras para cada regido génica para a detecdo de SNPs.
Por exemplo, para a regido génica SNP24, apds o alinhamento das sequéncias, identificou-
se um SNP [C/T] na posicao 101 (Figura 6 e 7). Este SNP corresponde aquele que esta
descrito na literatura [132]. Adicionalmente foi encontrado um SNP [G/T] que n&o estava
descrito na literatura, que se localiza na posicdo 142 (Figura 7). Constatou-se este facto
para 27 das 32 regibes génicas em estudo (84%). O nimero de SNPs que foram
encontrados adicionalmente varia da regido em estudo (entre 1 a 9 SNPs foram

encontrados, para além do SNP que estava descrito).
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Todos os SNPs detetados foram confirmados por analise e comparacéo dos picos no

eletroferograma. O eletroferograma do SNP24 para trés individuos é apresentado na figura

6.
A T ] A A T C ] A ] [ T
SNP24_F_C.SAU-4 /\ A
/
J \/\ /\/\Z ‘
| . \
101

A T z A A T T z A & [ T
sNP24_F_T.FRAN-4 \ \/\ N\/\ B
101

A T G A A T T G A G C T
5NP24_F EBaga-3
/ \\/\ /\/\/ /\

Figura 6 — Exemplo de um eletroferograma obtido por genotipagem do SNP24 de trés individuos

diferentes: A, B e C. O individuo A é homozig6tico para o alelo C, o individuo B é homozigético para o alelo

T e o individuo C é heterozig6tico

Depois de sequenciadas e analisadas as 32 regibes de todas as amostras,
condensaram-se todas as sequéncias obtidas num unico ficheiro fasta (Figura 8). Neste
ficheiro cada nucledtido corresponde a um SNP, tendo sido identificados nas 26 amostras,

para as 32 regifes um total de 103 SNPs.
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Figura 7 — Sequéncias alinhadas para a regido SNP24. A primeira sequéncia corresponde a sequéncia que esta descrita na literatura. Os pontos (.) correspondem a

zonas conservadas. Na posicdo 101 encontra-se 0 SNP [C/T] e na posicdo 142 o SNP [G/T].
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r.rin—1
T.Pin—-2
T.Fran—3
T.Fran—+4
C.5au—-4
C.5au-3
Baga—3
Baga-3
Bical-3
Bical-5
Chard-3
Chard-5
P.Moir—-3
P.Noir—6
T.Roriz—3
T.Roriz—5
Syarh-3
Syarh—-5
T-16
T-17
T-18
T-15
T-21
T-22
T-23
T-112
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CAGTWEATY RYGGECGM TR T A AGCGE T CTAY CRYMESEMT TG T CTAGY ACAY RSWAA Y SAGGTAGCAYRTTYCSY TYGT TGS TTTATTCRTCGCATY TTGATT
GAGTWEATY RY GGG TR T A CAGC GG T C T A Y CRYMESEMT TG T T AG Y ACAY RSWAL Y SAGGTAGCAYRTTY CSY TYGTTGSTTTATTCRTCGCATY TTGATT
GEETWETWIGTGGEY CC TG T ARG Y GEY CTMY CAT CASEMN Y G T Y GG C RS A Y RSN A AT CAGGTAGYWIGTTTCCY TYGERGGTATGATTREYRYMNTACAGAT
GERTWRETWI G TG Y e T T ARG Y G Y C T Y C AT C A S EMW Y G T Y GG C RS A Y RS WA A T A GG TAGYWIGTTTCCY TY GERGGTATGATTREY RYMNTACAGAT
EGETHGANT GGG GAY R T ARG TG CTCY CAT CASEMT Y G T YRR Y ASATESTEATNARRTARCAYRCGTYCY TYGGRGGY TCATGCRTCACACY TYRETW
EGETHGANT GGG GAY R T ARG TG CTCY CAT CASEMT Y G T YRR Y ASATESTEATNARRTARCAYRCGTYCY TYGGRGGY TCATGCRTCACACY TYRETW
RGEYWEAT TG TGN TET A AGCGAT CR A Y TACCAGEMT Y G T Y AGCASRY A S TRAY CARGTMGCACGY TTTCY Y Y GERGGTTTATTCTTCAYMT YWY REWT
EGGYNEATTGTGGCGM TR T A AGCGAT CRAY TACCAGEMT Y G T Y AGCASRY ASTRAY CARGTMGCACGY TTTCY Y YGERGGTTTATTCTTCAYMTYWYREWT
EGGY TEATTRACGGCGMTRETAC A RCRREY Y TATTACCAGEMT TCAT Y AGCAGGTASWAATCMGGRAGCACGTTTYCCTCGETEGTHTEWTY TEYRYMTCTTGATT
RGEY TRATTACGGCGMTETACARCRRY Y TATTACCAGEMTTCATY AGCAGGTASWALTCMGERAGCACGTTTYCCTCGETEGTHTEWTY TEYRYMTCTTGATT
EGGTTEANCGTGGCGMTETMY AGCGRT CTAY CAY CESFMRN Y GTCY ERY ASRTASWACTCMGATARCATEY TTYCTY TGTTGGTHTEWTYRTCACATCTTGATT
EGGTTREANCG TG G TR T Y AGCGR T C T A Y CAY CESEMWN Y G T YRR Y ASRETASWAC TCMGATARCATREY TTYCTY TGTTGGTHTEWTYRTCACATCTTGATT
EGETTEAWNTGTGRYGMTEWMY AGCGRT CTAY CAY CESEMN TG T CY AGY ASRTACARC T SMGRTARY ATECTTY CTY TGERGGTHTEWTYGTCRCAYCTTGATT
EGETTEAWNTGTGRYGMTEWMY AGCGRT CTAY CAY CESEMN TG T CY AGY ASRTACARC T SMGRTARY ATECTTY CTY TGERGGTHTEWTYGTCRCAYCTTGATT
EGETWREAAY RYRGCSMTR T A Y AGCGAT CTAY CAY CESFMT Y G T Y AGTACATRSTRATCAGRTMRY AYGTTTCCTY TGERGGTATGATTTTCACACCTTRATT
EGETWEAAY RYRGCSMTE T A Y AGCGAT C T A Y CAY CESFMT Y G T Y AGTACATRESTRATCAGRTMRY AYGTTTCCTY TGERGGTATGATTTTCACACCTTRATT
GeGETTEA AT TG SMY GHMY AGCGRT CTAT CACCASEMW TN T CY G Y ACAYNNNNAT SMGATARY ATETTTY CHNNEGRGGTATGATTGTCRCATYTYRETT
GEGETTEAATGTGEC SMY GHWMY AGCGRTCTAT CACCASEMW TN TCY GG Y ACAYNNNNAT SMGATARY ATETTTY CHNNEGRGGTATGATTGTCRCATYTYRETT
GeERT ALY RY GG S TG T A RRECRGY Y TACY A Y CAGGAN TG T Y AGY AC A Y G T A A TCMGR T AGTATGTTTCCY TY GERGGTHY EWRYGTCGCAY YWY REWT
GeERT ALY RY GG S TG T A RRECRGY Y TACY A Y CAGGAN TG T Y AGY AC A Y G T A A TCMGR T AGTATGTTTCCY TY GERGGTHY EWRYGTCGCAY YWY REWT
CERT T ALY RY GG ST T A RREC R Y Y T A Y A Y CAGGAN TG T Y A Y A A Y GE T A A T C MG R T AGT A TG T TTCCY TY GERGETHY EWRYGTCGCAY YWY REWT
GeERT ALY RY GG S TG T A RRECRGY Y TACY A Y CAGGAN TG T Y AGY AC A Y G T A A TCMGR T AGTATGTTTCCY TY GERGGTHY EWRYGTCGCAY YWY REWT
GeERT ALY RY GG S TG T A RRECRGY Y TACY A Y CAGGAN TG T Y AGY AC A Y G T A A TCMGR T AGTATGTTTCCY TY GERGGTHY EWRYGTCGCAY YWY REWT
CERT ALY RY GG ST T A REC R Y Y T A Y A Y CAGGAN TG T Y ARG Y A A Y GG T A A TC MG R T AGT A TG T TTCCY TY GEREGETHY EWRYGTCGCAY YWY REWT
GeERT ALY RY GG S TG T A RRECRGY Y TACY A Y CAGGAN TG T Y AGY AC A Y G T A A TCMGR T AGTATGTTTCCY TY GERGGTHY EWRYGTCGCAY YWY REWT

GEER T A AT Y R Y GG S TG T A ERCEG Y Y TAC Y A Y CAGGAN TG T Y A Y A A Y G T AL TCMGRETAGTATGTTTCCY TYGREGGTWY RNEYGTCGCAY YWY REWT

Figura 8 — Fingerprint obtida ap6s a detecdo de todos os SNPs em todas as amostras. R (A/G); W (A/T); S (G/C); K (T/G); M (C/A); N (nucledtido desconhecido).
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As sequéncias geradas foram usadas para investigar as relagdes entre as castas
estudadas. Para tal, recorreu-se a plataforma Phylogeny.fr [140] disponivel online, onde se

procedeu a sua andlise filogenética (figura 9).
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Figura 9 — Dendrograma obtido resultante da analise dos 103 SNP. Andlise efetuada com o programa

Phylogeny.fr. Nimero de bootstraps igual a 500.

Utilizando 32 fragmentos, que representam no total 103 SNPs é possivel distinguir

as 10 castas estudadas neste estudo, como se pode observar pela figura 9, onde € evidente o

agrupamento das castas, em diferentes ramos. Em relacdo aos clones, ndo foi possivel

distingui-los com base nos 103 SNPs.

Verifica-se que as 10 castas agrupam em trés grandes grupos: A, B e C. No grupo A

agrupam as castas Cabernet Sauvignon, Tinta Roriz, Baga e Tinta Pinheiro, no grupo B

agrupam as castas Syrah, Pinot Noir e a Chardonnay. No grupo C agrupam as castas Bical

e a Touriga Nacional.
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No grupo B agrupam as castas de origem internacional. A Unica casta de origem
internacional que ndo esta neste culster é a Cabernet Sauvignon, o que provavelmente se
explica pelo facto de esta casta estar presente no territorio nacional hd mais de 100 anos,
sendo por isso ja considerada uma casta endogena, dai agrupar com as castas de origem
nacional (Grupo A). Ainda no grupo B verifica-se que as castas Pinot Noir e a Chardonnay
agrupam num subgrupo e a casta Syrah agrupa noutro. Estes resultados véo ao encontro
dos trabalhos realizados por Bowers et al. [142], Vouillamoz e Grando [143] e por Myles
et al. [10]. Bowers et al. estudaram relac6es parentais entre 300 castas recorrendo a 32 loci
de microssatélites. Com base nos resultados verificaram que a casta Chardonnay resultou
do cruzamento das castas Pinot e Gouais. Myles et al. também estudaram as relacGes
parentais em vérias castas de V. vinifera, mas em vez de usarem microssatélites,
recorrerem a 5387 SNPs. Estes autores também verificaram que a casta Chardonnay é
descendente da casta Pinot Noir. J& Vouillamoz e Grando verificaram que a casta Syrah é
descendente em 3° grau da casta Pinot. Dai que as castas Pinot Noir e a Chardonnay
agrupem num subgrupo, porque estdo mais relacionadas do que a casta Syrah.

No que diz respeito as castas de origem nacional, verifica-se que estas agrupam em
dois grupos, A e C. Com base nos resultados, as castas Tinta Roriz, Baga e Tinta Pinheiro
agrupam no grupo A e as castas Bical e a Touriga Nacional agrupam no grupo C. Ao
comparar estes resultados, com os da literatura, verifica-se que ndo ha um consenso. De
acordo com Lopes et al. [12] das vérias castas que estudaram, verificaram que as castas
Touriga Nacional, Tinta Pinheira e a Touriga Francesa agrupam num cluster. Ja as castas
Baga, Bical e Tinta Roriz agrupam em outro cluster. Os autores usaram 11 loci de
microssatelites para discriminar as 46 castas estudadas. Depois de discriminarem as castas,
adicionaram mais 17 loci, para alem dos 11 anteriormente estudadas para estabelecerem
relacBes entre progenitores e descendentes de castas. Almadanim e colaboradores [80]
usaram 6 loci de microssatélites para discriminarem 51 castas e também para estudar as
relacBes entre as castas usadas. Com base nos resultados do estudo de Almadanim e
colaboradores [80], as castas Baga, Tinta Pinheira, e Touriga Nacional agrupam no mesmo
cluster. Por outro lado, as castas Bical e Tinta Roriz agrupam noutro cluster.

Assim, os resultados aqui obtidos ndo estdo em linha com o descrito na literatura.

Existem varios fatores que poderdo explicar esta incongruéncia entre os dados, tais como
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diferentes abordagens metodoldgicas, e a utilizagdo de diferentes programas para a
construcdo da arvore filogenética.

Resumindo, os 103 SNPs localizados em 32 regides diferentes foram suficientes
para a distincdo das 10 castas utilizadas neste estudo. Contudo, pretendeu-se ainda
identificar o nimero minimo de regides e de SNPs que permitissem distinguir as 10 castas.
Para tal, estudou-se a variabilidade das 32 regides em separado para verificar se, permitiam
discriminar um maior nimero de castas. Identificou-se assim uma regido intergénica,

contendo 10 SNPs que permitiu a distingcéo de 7 castas.

Pin-1
Pin-2
Bagu-3
—| Bagu-5
T.Roriz-3
T.Roriz-5
Syrah-5
Chard-3
Chard-5
P.Noir-3
P.Noir-6
Syrah-3
- Sau-4
1C Sau-5
Ti6
Ti7
Ti®
T19
T21
T22
T23
T112
Bical-3
—IBicals
j I.Fran-3
I'T Fran-4
0.4

Figura 10 — Dendrograma obtido resultante da analise do SNP9, contendo 10 SNPs. Analise efetuada com

o programa Phylogeny.fr. Namero de bootstraps igual a 500.

Como se pode observar pela figura 10, conseguiu-se discriminar as castas Tinta
Pinheira, Baga, Tinta Roriz, Cabernet Sauvignon, Touriga Nacional, Bical e a Touriga
Francesa, com base nos 10 SNPs que se localizam em apenas uma Unica regido intergénica.

Recorrendo aos mesmos SNPs, ndo foi possivel discriminar as castas Syrah, Pinot Noir e a
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Chardonnay uma vez que estas estdo agrupadas no mesmo ramo da arvore, e que estdo
filogeneticamente relacionadas entre si.
De forma a discriminar estas castas, foi adicionado outra regido génica e construi-se

novamente uma arvore filogenética. Esta regido localiza num exao e contem 2 SNPs.

(€. 5an-4
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T18
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T21
T22
T23
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Figura 11 — Dendrograma obtido resultante da analise de duas regides (SNP9 e SNP16), que correspondem

no total 12 SNPs. Andlise efetuada com o programa Phylogeny.fr. NUmero de bootstraps igual a 500.

Como se pode ver pela figura 11, as 10 castas estudadas sdo perfeitamente
distinguiveis com base nestas duas regides, que representam no total 12 SNPs. Ao
comparar as imagens 9 e 10 verifica-se que as arvores ndo sdo exatamente iguais, 0 que
seria de esperar, uma vez gque para a construcdo da primeira arvore foram utilizados todos
0s SNPs detetados 32 regifes (103 SNPs). Para a segunda arvore foram utilizados apenas

12 SNPs, detetados nas duas regides selecionadas.
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Num estudo realizado por Dong et al. [137] descobriram e caracterizaram 154
SNPs na V. vinifera. Os autores estudaram as relagcdes genéticas em 16 castas, com base
nos 154 SNPs. Com base nos resultados, os 154 SNPs permitem a distingdo das castas
utilizadas no estudo sendo que os SNPs localizavam-se em 17 regides diferentes.

Neste estudo, identificamos 2 regiGes hipervaridveis que permitem por si s6
distinguirem as 10 castas selecionadas. Estes resultados séo bastantes promissores uma vez
que tem o potencial de agilizarem a identificacdo de castas de uvas. Contudo, para
confirmar esta observacdo, sera necessario estender esta analise a um grupo mais alargado

de amostras.

4.4 Genotipagem de V. vinifera usando microssatélites

Neste trabalho, realizou-se, paralelamente, uma analise de microssatélites as 10 castas
utilizadas, com objetivo de confirmar a identificagdo das castas e clones utilizadas neste
estudo. Para tal, estudaram-se 14 loci de microssatélites. Na tabela 2 estdo caraterizados 0s
microssatelites utilizados. Atualmente, seis loci de microssatélites sdo consideradas, pela
Organizacao Internacional do Vinho e da Vinha (OIV) suficientes para as identificacdes
genéticas da maioria das castas. Neste trabalho utilizaram-se 14 marcadores de
microssatelites, incluindo os 6 loci recomendados pela OIV (VVMD5, VVMD?7,
VVMD27, VrZAG62, VrZAG79 e VVS2), mais 8 que sdo amplamente utilizados na
genotipagem da videira no sentido de aumentar os polimorfismos da amostragem, reduzir a
probabilidade de falsa identificacdo e elevar o grau de confiabilidade do teste. De acordo
com Sefc et al. [144] e Laucou et al.[11] estes 14 loci microssatélites possuem um elevado
grau de polimorfismo e poder de discriminacdo genética sendo capazes de caracterizar e
identificar variedades de videira.

Da analise de fragmentos no 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems) resulta a
medicdo precisa do tamanho dos alelos detetados para cada amostra para os 14 loci de
microssatélites. Em anexo (anexo Ill) encontra-se a tabela com o tamanho dos alelos
obtidos para microssatélite e para cada amostra.

Com estes resultados de microssatélites, foi entdo possivel comparar os perfis
genéticos encontrados com aqueles das variedades disponibilizadas em dados da literatura
[4, 145]. Os perfis genéticos encontrados na literatura foram idénticos aos perfis genéticos
obtidos neste trabalho, para 8 (VVMD27, VVMD5, VrZAG62, VVMD7, VVS2,
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VrZAG79, VVMD28 e VVMD32) dos 14 loci estudados. Para os restantes loci ndo estao
descritos para estas castas estudadas.

Os 14 loci de microssatélites, foram usados para investigar as relacfes entre as castas
estudadas. Com base nos 14 loci de microssatélites foi possivel discriminar todas as castas
utilizadas neste estudo, conforme se pode observar pela figura 12, onde €é visivel o
agrupamento das castas em diferentes ramos. No que diz respeito aos clones, uma vez
mais, ndo foi possivel distingui-los com base nos microssatélites. A ndo distin¢do entre
clones da mesma casta com base nos microssatélites vai ao encontro dos resultados
descritos por Imazio et al., [81] e Cipriani et al. [82].

As 10 castas agrupam em 4 grandes grupos: A, B, C e D. No grupo A estdo as
castas Cabernet Sauvignon e a Baga. No grupo B encontram-se as castas de origem
Internacional (Syrah, Pinot Noir e a Chardonnay). No grupo C agrupam as castas Tinta
Pinheira, Bical e Tinta Roriz. No grupo D estdo as castas Touriga Francesa e Touriga
Nacional.

A semelhanca dos resultados obtidos pelos SNPs, os resultados produzidos pelos
microssatéelites de uma forma geral ndo estdo em linha com os resultados descritos na
literatura [12, 79]. Lopes et al. [12] verificaram que as castas Touriga Nacional, Tinta
Pinheira e a Touriga Francesa agrupam num cluster e as castas Baga, Bical e Tinta Roriz
agrupam em outro cluster. Com base nos resultados descritos por Almadanim e
colaboradores [79], as castas Baga, Tinta Pinheira, e Touriga Nacional agrupam no mesmo
cluster. Por outro lado, as castas Bical e Tinta Roriz agrupam noutro cluster. As diferencas
no agrupamento das castas podem ser explicadas pelo facto de o nimero de loci utilizados,
bem como os proprios loci de microssatélites estudados serem diferentes entre os estudos
anteriormente referidos.

Ao comparar o dendrograma obtido com os microssatélites, com o dendrograma
obtido com os SNP (figura 9), verifica-se que a principal analogia é o agrupamento das
castas Syrah, Pinot Noir e Chardonnay no mesmo cluster. A parte desta semelhanca
verificam-se algumas diferencas no agrupamento das castas. Também ndo seria de esperar
que se obtivesse um agrupamento exatamente igual, uma vez que o input dos dados é

diferente.
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Figura 12 — Dendrograma obtido resultante da analise dos 14 loci de microssatélites. Analise efetuada com
o software BioNumerics (Applied Maths) de acordo com o método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) e o coeficiente de similaridade de Pearson correlation. Nimero de bootstraps
igual a 1000.

Atualmente, os microssatélites sdo os marcadores moleculares utilizados para a
identificacdo das castas de videira. Estes marcadores tém algumas vantagens relevantes
para a investigacdo, como a sua codominancia e elevados niveis de polimorfismo.
Contudo, e apesar de todo o esfor¢o dedicado a genotipagem de microssatélites, e a
padronizacdo dos tamanhos de alelos, ainda sdo frequentes os problemas na identificacao
do tamanho dos alelos de ADN entre os laboratdrios utilizando diferentes tecnologias de
separacdo de fragmentos [133, 138].

Os SNPs por serem marcadores bi-alélicos, a identificacdo do alelo é categdrica, e
também permite o estabelecimento de relac6es filogenética entre diferentes castas. Assim,
0 recurso aos SNPs como marcadores moleculares apresentam-se como uma boa
alternativa a utilizacdo de microssatélites, pois a sua tecnologia € mais uniformizada, e ndo

existem problemas ao nivel da comparacéo interlaboratorial [133, 138].
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5 Conclusao

A espécie V. vinifera compreende muitas variedades, as denominadas castas e
clones. A distincdo inter e intra casta é de extrema importancia, pelo facto de as variedades
de uva terem um efeito direto sobre a qualidade final do vinho. Assim, a selecdo e
identificacdo de castas e clones é uma preocupacao primordial para a qualidade do vinho.

Com o objetivo de desenvolver uma ferramenta molecular que permitisse
identificar castas e clones de V. vinifera, avaliou-se o potencial da utilizacdo de SNPs
como marcadores moleculares. Selecionaram-se 32 regides que contém SNPs para estudar
as diferencas genéticas em 10 castas. Com base nos resultados, identificaram-se 103 SNPs
nas 32 regides estudadas, o que permitiu a distingdo de todas as castas estudadas. Das 32
regides, verificou-se que 2 regides, que representam um total de 12 SNPs, per si, sdo
suficientes para distinguir as 10 castas.

Neste trabalho também se avaliou a utilizacdo de microssatélites com o intuito de
identificar castas e clones de V. vinifera, e assim comparar os resultados obtidos pelos 2
marcadores moleculares. Utilizaram-se um total de 14 loci de microssatélites (6 loci de
microssateélites recomendados pela OIV, e adicionalmente 8 loci). Com base nos resultados
foi possivel discriminar as 10 castas estudadas com base nos 14 loci de microssatélites.

Apesar de as castas serem perfeitamente distinguiveis com os SNPs e com 0s
microssatelites, um dos objetivos deste trabalho consistia na discriminacdo de clones da
mesma casta. Este objetivo ndo foi possivel de alcangar com os dois tipos de marcadores
utilizados.

Para além da distincdo de castas, os resultados obtidos foram utilizados para
estabelecerem relacGes filogenéticas entre as castas. Com base nos resultados, conclui-se
que ndo ha uma conformidade entre 0 agrupamento das castas nacionais, comparando 0s
dados obtidos na literatura. No entanto, esta dissonancia ndo € exclusiva do nosso estudo,
estando também patente noutros estudos. Contudo o agrupamento das castas Pinot Noir,
Chardonnay e Syrah vai ao encontro com os resultados obtidos na literatura.

Com este trabalho demonstrou-se que os SNPs sdo marcadores alternativos para a
distincdo de castas de videira. Apesar destes resultados serem bastantes atrativos, sera
necessario alargar o estudo para um maior nimero de castas, para verificar se as duas

regides identificadas sdo suficientes para distinguir um maior nimero de castas.
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Como trabalho futuro, sugere-se a inclusdo de mais regibes que contém SNPs, no
sentido de aumentar a probabilidade de encontrar SNPs que permitem a distin¢do de clones
de videira.
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Anexo |

Tabela 1 — Preparacéo de solugdes e reagentes

Na,EDTA 0,5M pH 8,0 Na,EDTA (186,129); agua destilada
(800mL). Ajustar o pH a 8,0 com
NaOH e ajustar até ao volume final

de 1L com agua destilada.

Solugéo de deposicao 6x loading buffer — 0,25% azul de
(solucéo stock) bromofenol; 0,25% xileno cianol FF

e 30% de glicerol em agua destilada

TAE 1x Adicionar 20mL de TAE 50x a 980
(solucéo de trabalho) de &4gua Milli-Q
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Figura 5 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP15
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Figura 10 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP24
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SNP28

5 B » o LR I - T a9
\?EPQ\ %@ ‘bﬁ %#' %'ﬁ "’\-Q‘dﬂ' ﬁq'dd’ Q‘ﬁb q}éb Q‘S\é Q"F\é cﬁ‘és{ CJ¢'§€

1100

LTl

Figura 13 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP28

SNP21
5 b n I O-Qy"-’ a2 WP 2 @ poo
- ﬁ ¢ o & o & «‘-?*"& & o I
i
S0
i i
L[]
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Figura 16 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP8
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Figura 17 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP11
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Figura 18 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP19
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Figura 19 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP31
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Figura 20 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP6
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Figura 22 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP16
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Figura 23 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP18
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Figura 25 — Resultados resultantes das amplificages por PCR realizadas no LabChip para o SNP3 e SNP4
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SNP27



SNP29 SNP30

& A ) o Q‘)' \,{‘3 2 a b-) e ]
F| @ @ & «?“”? & & o @ & &’5} & &

1mod

100

Figura 27 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP29 e
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Figura 28 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP8 e
SNP11
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Figura 29 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP19 e
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Figura 30 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para o SNP5
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Figura 31 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para os controlos
negativos para cada par de primer utilizado
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Figura 32 — Resultados resultantes das amplificagdes por PCR realizadas no LabChip para os controlos
negativos para cada par de primer utilizado
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Anexo 111
Tabela 2 — Tamanho dos alelos obtidos para todas as amostras estudadas, para os 14 loci

VWVIh54  VWVig52 VVMDS5 VVMD7  VrZAG79 VVIhb01 VVMD25 VVMD27 VVMD32 VVS2 VrZAG62  VVInlé6 VVIp60 VVMD28
Syrah-3 162 164 83 83 222 228 235 235 244 250 289 293 238 238 184 186 239 271 129 129 185 191 148 150 314 314 215 225
Syrah-5 162 163 83 83 222 228 235 235 244 250 289 293 238 238 184 186 239 271 129 129 185 191 148 150 314 315 215 225
Baga-3 163 165 79 79 228 236 235 235 246 250 289 289 252 252 175 184 251 259 139 152 185 201 148 150 302 318 233 233
Baga-5 163 165 79 79 228 236 235 235 246 250 289 289 252 252 174 184 251 259 139 152 185 201 148 150 302 318 233 233
Chard-3 162 165 76 83 230 234 235 239 242 244 287 293 236 252 177 184 239 271 133 139 185 193 148 148 315 318 215 225
Chard-5 162 165 77 83 230 234 235 239 242 244 287 293 236 252 177 184 239 270 133 139 185 193 148 148 315 318 215 225
P.Noir-3 162 165 83 83 224 234 235 239 238 244 287 293 236 246 181 184 239 271 133 148 185 191 148 156 314 316 215 233
P.Noir-5 161 166 83 83 224 234 235 239 238 244 287 293 236 246 181 184 239 271 133 148 185 191 148 156 314 316 215 233
Bical-3 164 164 79 83 222 236 236 259 250 250 287 289 236 238 175 181 251 271 129 142 185 191 150 150 318 322 231 255
Bical-5 164 164 79 83 222 236 236 259 250 250 287 289 236 238 175 181 251 271 129 142 185 191 150 150 318 322 232 255
T.Roriz-3 162 166 81 87 222 228 247 253 246 250 289 293 238 246 175 185 249 251 129 148 191 197 148 150 302 318 233 246
T.Roriz-6 162 166 81 87 222 228 247 253 246 250 289 293 238 246 175 185 249 251 129 148 191 197 148 150 302 318 233 246
T-16 164 166 79 83 222 232 236 236 244 244 293 293 246 252 177 185 239 271 140 148 185 191 148 148 316 316 231 265
T-17 164 166 79 83 222 232 236 236 244 244 293 293 246 252 177 184 239 270 139 148 185 191 148 148 316 316 231 265
T-18 164 166 79 83 222 232 236 236 244 244 293 293 246 252 177 184 239 271 139 148 185 191 148 148 316 316 231 265
T-19 164 166 79 83 222 232 236 236 244 244 293 293 246 252 177 184 239 271 139 148 185 191 148 148 316 316 231 265
T-21 164 166 79 83 222 232 236 236 244 244 293 293 246 252 177 184 239 270 139 148 185 191 148 148 316 316 231 265
T-22 164 166 79 83 222 232 236 236 244 244 293 293 246 252 177 184 239 271 139 148 185 191 148 148 316 316 231 265
T-23 164 166 79 83 222 232 236 236 244 244 293 293 246 252 177 184 239 271 139 148 185 191 148 148 316 316 231 265
T-112 164 166 79 83 222 232 236 236 244 244 293 293 246 252 177 185 239 271 139 148 185 191 148 148 316 316 231 265
T.Fran-3 164 166 79 83 222 224 236 239 244 246 289 293 246 252 177 179 239 270 139 148 189 191 148 148 314 316 231 251
T.Fran-4 164 166 79 83 222 224 236 239 244 246 289 293 246 252 177 179 239 270 140 148 189 191 148 148 314 316 231 251
C.Sau-4 164 177 77 83 228 236 236 236 246 246 289 289 236 246 185 185 239 239 135 148 185 191 150 150 302 310 231 233
C.Sau-5 164 175 77 83 228 236 236 236 246 246 289 289 236 246 184 184 239 239 135 148 185 191 150 150 302 310 231 233
T.Pin-3 162 164 79 83 222 232 236 253 246 246 287 305 236 236 177 185 255 271 129 154 185 191 148 150 316 316 246 255
T.Pin-4 162 164 79 83 222 232 236 253 246 246 287 305 236 236 177 185 255 271 129 154 185 191 148 150 316 316 246 255







