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IDENTIFICACAO MOLECULAR DA UVA ‘GOETHE’
DE URUSSANGA-SC POR MARCADORES
MICROSSATELITES!

MARIANE RUZZA SCHUCK?, FLAVIA MAIA MOREIRA?, JOSE AFONSO VOLTOLINI*,
MIGUEL PEDRO GUERRA*, MARIA STELLA GRANDO?, APARECIDO LIMA DA SILVA*

RESUMO - A variedade Goethe ¢ simbolo da vitivinicultura da regido de Urussanga, sul do Estado de
Santa Catarina, a qual, atualmente, busca a Indicacdo Geografica da Uva e do Vinho Goethe. Para isto, um
dos requisitos necessarios ¢ a identificagdo precisa do material genético. Os marcadores microssatélites
constituem a ferramenta molecular mais utilizada para a identificagao varietal de videira em todo o mundo e
tém a capacidade de produzir um perfil genético tinico para cada material viticola. O objetivo deste trabalho
foi caracterizar duas sele¢des de uva ‘Goethe’, presentes no municipio de Urussanga, por meio de marca-
dores moleculares microssatélites, visando a atender aos requisitos de denominacdo de origem e indicagdo
de procedéncia controlada. A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir de folhas jovens e ramos de
nove acessos de cada sele¢ao de ‘Goethe Classica’ e ‘Goethe Primo’ provenientes de uma colegdo publica
e de oito colecdes privadas da regido de Urussanga. Dez /oci microssatélites VVS2, VVMDS, VVMD?7,
VVMD?27, ViZAG62, ViZAG79, VVMD25, VVMD28, VVMD31 e VVMD32 foram genotipados através
de eletroforese capilar. As andlises realizadas mostraram que as duas variantes da uva ‘Goethe’ apresentaram
um perfil molecular idéntico e Unico, isto ¢, representam a mesma variedade e sem nenhuma correspondén-
cia com variedades descritas anteriormente na literatura e nos bancos de dados consultados. As diferengas
fenotipicas observadas provavelmente sdo devidas a mutagdes somdticas em regides funcionais do genoma,
fendmeno que da origem aos clones em videira.

Termos para indexacio: Vitis, identificagdo varietal, marcadores microssatélites, variabilidade intravarietal.

MOLECULAR IDENTIFICATION OF THE GRAPEVINE ‘GOETHE’ FROM
URUSSANGA (SC) WITH MICROSATELLITE MARKERS

ABSTRACT - ‘Goethe’ grape is a symbol of the viticulture of Urussanga region, south of the state of Santa
Catarina, which is currently claiming the geographical indication of the grape and wine Goethe. Microsatellite
markers are the biotechnological tool most used for molecular identification of grapevine varieties world-
wide. These markers have the potential of generate unique DNA profiles for all the diverse grape genotypes.
The aim of this work was to characterize two selections of the grapevine ‘Goethe’ from Urussanga, using
microsatellite markers. Genomic DNA was extracted from young leaves and branches of nine accessions of
each selection “Goethe Classica and ‘Goethe Primo’ maintained at one public and eight private collections of
Urussanga. Ten microsatellite loci VVS2, VVMDS5, VVMD7, VVMD27, ViZAG62, ViZAG79, VVMD?25,
VVMD?28, VVMD31 and VVMD32 were genotyped by capillary electrophoresis. Results showed that the
two variants of ‘Goethe’ have an identical molecular profile which doesn’t match any other DNA profile of
grapevines previously described in literature or available in databases. The phenotypic differences observed
are probably due to somatic mutations in functional regions of the genome, a phenomenon which leads to
the creation of clones in grape.

Index terms: Vitis, identification of cultivars, microsatellite markers, intravarietal variability.
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INTRODUCAO

O municipio de Urussanga, localizado na
regido sul-catarinense, ¢ o bergo de desenvolvimen-
to da uva ‘Goethe’. Esta foi trazida pelo advogado
Giuseppe Caruso Mac Donald, dos EUA, no inicio
do século XX, ao municipio de Urussanga, onde se
adaptou perfeitamente as condi¢des climaticas lo-
cais (MARIOT, 2002). Nesta regido, duas variantes
de ‘Goethe’ sdo tradicionalmente cultivadas pelos
produtores: a ‘Goethe Classica’ e a ‘Goethe Primo’,
que se diferenciam, principalmente, pela cor da baga
e acidez do mosto e do vinho.

A importancia desta variedade reside na qua-
lidade do vinho produzido, que exprime 0 maximo
do “terroir” e agrega origem, cultura e “savoir-faire”.
Neste sentido, os produtores desta regido estabele-
ceram parcerias com o SEBRAE-SC, UFSC ¢ EPA-
GRI para implementar a denominagdo de origem ¢
solicitagdo da Indicagdo Geografica.

Um dos requisitos para se obter a denomina-
¢do de origem ¢ indicagdo geografica de procedéncia
controlada ¢ a identificacdo precisa da variedade
envolvida. Esta ¢ uma necessidade concreta do se-
tor, mas nem sempre de simples solugdo. A difusdo
por séculos de gendtipos de videira em diferentes
ambientes ¢ condi¢des culturais faz com que o
reconhecimento varietal seja um processo muito
complexo. Atualmente, estima-se que a colegdo
mundial de Vitis spp. compreenda cerca de 10.000
variedades, com mais de 25.000 nomes diferentes em
uso (ALLEWELDT; DETTWEILER, 2003).

A identificagdo das variedades de videira
tem sido tradicionalmente baseada na ampelografia,
que ¢ a analise e a comparagdo de caracteristicas
morfologicas das folhas, ramos, cachos ¢ bagas
(DESCRIPTOR, 2003). Entretanto, a expressao
destas caracteristicas ¢ influenciada por fatores am-
bientais ¢ pela biologia individual da planta. Além
disso, algumas variedades geneticamente proximas
sao morfologicamente muito similares e dificeis de
diferenciar mediante comparagdo botanica.

O uso de marcadores ao nivel de DNA na
distingdo de variedades oferece muitas vantagens
em relacdo aos estudos baseados na morfologia ou
composicao dos frutos por ndo serem influenciados
pelo ambiente, estado sanitario ou estagio de
desenvolvimento da planta (SEFC et al., 2001).

Os diferentes marcadores hoje disponiveis
diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar
a variabilidade do DNA. Os marcadores microssa-
télites ou SSRs (Simple Sequence Repeats), desde
a década de 90, sdo preferencialmente utilizados
como descritores moleculares em videira. A utili-

dade destes na identificagdo e na caracterizagdo de
variedades-copa e porta-enxerto, na avaliacdo da
variabilidade genética, em estudos de pedigree e
mapeamento genético ja foi amplamente demons-
trada (BOWERS et al., 1999a; COSTANTINI et al.,
2005; DOLIGEZ et al., 2006). Além disso, a genoti-
pagem das plantas de videira com marcadores SSRs
permite o estabelecimento de perfis identificativos e
o desenvolvimento de bancos de referéncia para as
variedades (DETTWEILLER et al., 1998; LEFORT,;
ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 2000; GRANDO et
al., 2002). O acesso aos bancos de dados permite que
as informagdes sejam compartilhadas, contribuindo
significativamente com os esfor¢os internacionais
para a correta identificagao do germoplasma viticola.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar
geneticamente as variedades Goethe Primo e Goethe
Classica presentes no municipio de Urussanga por
meio de marcadores moleculares microssatélites
(SSRs), visando a atender a requisitos de deno-
minagdes de origem e indicagdes de procedéncia
controladas.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas folhas jovens e ramos de
nove acessos de cada selecdo de ‘Goethe Classica’ e
‘Goethe Primo’ provenientes de uma colegdo publica
(Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Santa Cata-
rina - EPAGRI) e de oito colegdes privadas (Vinhos
Quarezemim, Vinicola Irméos Felippe, Vinhos Trevi-
sol, Vinicola Mazzuco, Vinicola Mazon, Vitivinicola
Urussanga, Marcio Scremin e Moacir Possamai) do
municipio de Urussanga (28°31°04”S 49°19°15”W,
a 48 metros de altitude).

A extracdo de DNA do material vegetal foi
realizada de acordo com o0 método de Doyle e Doyle
(1990) com as seguintes modificagdes: foi macerado
material vegetal liofilizado ao invés de material fres-
co ¢ foi adicionado RNAse ao isopropanol durante
a fase de precipitagdo do DNA. A quantificagdo do
DNA extraido foi feita em gel de agarose (0,8%),
tendo como padrdo o DNA fago A, nas concentra-
¢des de 20; 50; 100 e 200 ng/ul, e sucessivamente,
as amostras foram diluidas para concentra¢do de
20 ng/ul. Esta etapa do projeto foi realizada no
Laboratorio de Fisiologia do Desenvolvimento e
Gengética Vegetal (UFSC).

No sentido de facilitar a comparagdo com
os dados da literatura e com os bancos de dados
internacionais, as amostras foram genotipadas com
os dez loci microssatélites mais difundidos pela co-
munidade cientifica internacional: VVS2 (THOMAS
e SCOTT, 1993), VVMD27 (BOWERS et al., 1996),
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VVMD5,VVMD7,VVMD25, VVMD28, VVMD31,
VVMD32 (BOWERS et al., 1999b), VIZAG62 ¢
VrZAG79 (SEFC et al., 1999) (Tabela 1).

A reagdo de amplificagdo foi preparada
segundo Moreira (2006) com um volume final de
12.5pl, contendo 25mM de cada dANTP, 0.5mM de
cada primer, 0.5U Taqg DNA polimerase (GoldTaq
- Applied Biosystems ou BioTaq - Bioline), 1X
solugdo de buffer, 1.5mM MgCl, e 20ng de DNA
gendmico para cada amostra. O programa utilizado
para reagdo de PCR (Polymerase Chain Reaction)
foi: (1) desnaturagdo do DNA ¢ ativagao da 7ag DNA
polimerase a 95°C, por 7 minutos (GoldTaq) ou 3
minutos (BioTaq); (ii) 35 ciclos de amplificagdo dis-
tribuidos em 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 50°C
(VVS2, VVMDS5, VVMD7, VVMD27, VrZAG62
and VrZAG79) ou 56°C (VVMD25, VVMD28,
VVMD31 and VVMD32), 1 minuto ¢ 30 segundos
a 72°C; (iii) extensdo final de 7 minutos a 72°C, e
(iv) resfriamento a 4°C.

Para a definigdo do tamanho dos alelos
nos loci microssatélites, foi utilizada a eletroforese
capilar. A separagdo dos fragmentos microssatélites
foi realizada utilizando um sequenciador ABI 3100
e o software GeneScan 3.7 (Applied Biosystems). A
disponibilidade de primers marcados com diferentes
fluorescéncias (HEX ou FAM) permitiu carregar em
multiplex o produto derivado de diferentes reagdes
PCR (Figura 1). O processamento dos dados produ-
zidos pelo sequenciador foi feito com o programa
Genotyper 3.7 (Applied Biosystems). Todas as ana-
lises foram realizadas utilizando o DNA da variedade
Chardonnay como referéncia, tanto da qualidade de
amplificagdo como do tamanho dos alelos, permitindo
a comparacdo destes dados com aqueles disponiveis
na literatura e nos bancos de dados internacionais.
Esta etapa do projeto foi realizada no Laboratdrio
de Genética Molecular da Fundagao Edmund Mach
- Instituto Agrario di San Michele all’Adige (FEM -
IASMA, Ttalia).

Os perfis moleculares obtidos foram com-
parados com: (a) banco de dados online (Grape Mi-
crosatellite Collection — GMC (Grando et al., 2002);
Greek Vitis Database — GVD (Lefort & Roubelakis-
Angelakis, 2000; Lefort et al., 2002, Lefort, 2003);
Swiss Vitis Microsatellite Database — SVMD (Vou-
illamoz et al., 2009) e The European Vitis Database
(This & Dettweiler, 2003); (b) com dados da litera-
tura, e (c¢) dados dos Estados Unidos, Suiga, Italia,
Turquia, Arménia e Geoérgia (Vouillamoz, dados ndo
publicados). Os ultimos bancos de dados citados (c)
contém atualmente detalhes de microssatélites de
mais de 2.000 variedades de uva, correspondendo a
aproximadamente 1.500 variedades diferentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos dez loci microssatélites revelou
que as duas sele¢des da variedade Goethe apresentam
perfil molecular idéntico (Tabela 2), ou seja, corres-
pondem & mesma variedade, apesar das evidentes
diferencas entre elas, como a coloragio da epiderme
da baga e a acidez total (mosto ¢ vinho). Neste caso,
provavelmente, a variedade Goethe Classica sofreu
uma mutaco, dando origem ao clone ‘Goethe Primo’
(Figura 1). Esta afirmacg@o ¢ sustentada por dados
historicos, onde a comparagao da ‘Goethe Classica’,
encontrada em Urussanga, com a uva ‘Goethe’,
encontrada nos bancos de dados ampelograficos
(MARIOT, 2002), revela que ambas possuem a
coloragdo das bagas rosaceas, enquanto a ‘Goethe
Primo’ possui a baga de cor branca.

Diversas mutagdes deste tipo foram encontra-
das no germoplasma viticola catarinense, como, por
exemplo, a ‘Niagara Branca’, que difere da ‘Niagara
Rosada’ pela coloragdo das bagas, a ‘Grano d’Oro’,
que difere da ‘Bordd’ pelo vigor e produtividade, a
‘Isabel Precoce’, que se diferencia da ‘Isabel” pelo
menor ciclo, e a uva ‘Italia’, com suas diferentes
mutagdes de coloragdo das bagas, como a ‘Rubi’,
‘Benitaka’, ‘Red Meire’ ¢ ‘Brasil’ (SCHUCK et
al., 2009).

Segundo alguns autores (VIGNANI et al.,
1996; FRANKS et al., 2002; RIAZ et al., 2002;
WALKER et al., 2006), os clones intravarietais
podem diferir fenotipicamente entre si em diversos
aspectos, como caracteres morfoldgicos, aspectos
fenologicos, vigor, potencial de produgéo e qualida-
de, mesmo que tenham perfis de DNA praticamente
idénticos. Isto ocorre porque poucos marcadores de
DNA, e especialmente os microssatélites que sdo
localizados principalmente em regides andnimas
do genoma (ndo codificantes), sdo capazes de dis-
tinguir variantes de uma mesma variedade (SEFC
et al.,, 1998; LOPES et al., 1999; CRESPAN et al.,
2001; MARTIN et al., 2003; IBANEZ et al., 2009;
ZULINI et al., 2005). Essas variantes, referidas
comumente como mutagdes somaticas, geralmente
ocorrem em regides funcionais do genoma chamadas
codificantes.

Além disso, variagdes clonais sdo dificeis
de serem caracterizadas pela analise de alguns loci
microssatélites, mas a extensao no nimero de marca-
dores utilizados na genotipagem aumenta a chance de
se encontrar clones mutantes. Isto foi demonstrado
por Riaz et al. (2002), que encontraram diferencas
dentro de clones de ‘Pinot Noir’ ¢ ‘Chardonnay’,
genotipando cem /oci SSRs. Em nosso trabalho,
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utilizamos apenas dez loci microssatélites, que
demonstraram ser um numero insuficiente para
caracterizar variagoes clonais. Os marcadores mo-
leculares AFLPs, embora menos repetiveis, podem
ser Uteis na distingdo clonal, como foi demonstrado
recentemente (CERVERA et al., 1998; SCOTT etal.,
2000; BELLIN et al., 2001; ZULINI et al., 2005).
A comparacao do perfil molecular microssa-
télite obtido para as variedades Goethe Classica e
Goethe Primo com os dados disponiveis na literatura
e nos bancos de dados internacionais consultados
nao revelou nenhuma correspondéncia varietal para

auva ‘Goethe’ cultivada em Urussanga, nem mesmo
com outros acessos com o mesmo nome, significando
que se trata de um gendtipo unico, nunca descrito
anteriormente.

A identificagdo ¢ a descri¢@o do perfil mole-
cular unico da uva ‘Goethe’ de Urussanga revelada
neste trabalho sdo aspectos importantes para a viti-
cultura local, visto que hoje esta variedade reivindica
a primeira Indicacdo Geografica de Santa Catarina.
O aprofundamento deste estudo com o auxilio de ou-
tros tipos de marcadores moleculares podera melhor
explicar a variabilidade observada na uva ‘Goethe’,
assim como sua expressio nesta regiao.

FIGURA 1 - Uva ‘Goethe Cléssica’ (A) e ‘Goethe Primo’ (B).

TABELA 1 - Relacdo dos dez /oci microssatélites analisados para caracterizar acessos de uva ‘Goethe’,
temperatura de anelamento dos primers e tamanho do alelo em pares de bases.

Temperatura de

Tamanho do alelo

Loci Referéncia Anelamento (°C) (bp)
VVS2 Thomas & Scott (1993) 50 129-155
VVMDS Bowers et al. (1999b) 50 226-246
VVMD7 Bowers et al. (1999b) 50 232-263
VVMD25 Bowers et al. (1999b) 56 243-275
VVMD27 Bowers et al. (1996) 50 173-194
VVMD28 Bowers et al. (1999b) 56 221-279
VVMD 31 Bowers et al. (1999b) 56 196-224
VVMD32 Bowers et al. (1999b) 56 239-273
VRZag62 Sefc et al. (1999) 50 185-203
VRZag79 Sefc et al. (1999) 50 236-260
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TABELA 2 - Perfil molecular da uva ‘Goethe Classica’ e ‘Goethe Primo’ caracterizadas por dez /oci mi-
crossatélites. Os valores referem-se ao tamanho dos alelos em pares de bases (bp).

Loci microssatélites Goethe Classica Goethe Primo  Chardonnay*
VVS2 120 - 130 120 - 130 132-138
VVMD5 230 - 236 230 - 236 232 -236
VVMD7 235 -247 235 -247 239 -243
VVMD27 181 - 183 181 - 183 185 -186
VrZAG62 190 - 204 190 - 204 186 - 194
VrZAG79 239 -247 239 -247 243 - 245
VVMD25 242 - 254 242 - 254 238 - 254
VVMD28 229 - 235 229 - 235 216 - 227
VVMD31 203 - 209 203 - 209 210-214
VVMD32 246 - 252 246 - 252 239 -271
*variedade usada como referéncia
CONCLUSOES REFERENCIAS

1- As analises moleculares realizadas em to-
dos os acessos de ‘Goethe Classica’ e ‘Goethe Primo’
coletados mostraram que esses correspondem a uma
unica variedade de videira.

2- As diferencas fenotipicas observadas entre
as selecdes de uva ‘Goethe Classica’ e ‘Goethe Pri-
mo’ ndo correspondem a diferengas genotipicas nos
dez loci microssatélites utilizados neste estudo e,
provavelmente, se devem a mutagdes genéticas nao
detectadas por esses marcadores.

3- A existéncia de um perfil molecular tinico
confirma a importancia e o potencial da uva ‘Goethe’
para a viticultura catarinense.
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