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“Sorri 

Quando a dor te torturar 

E a saudade atormentar 

Os teus dias tristonhos, vazios 

Sorri 

Quanto tudo terminar 

Quando nada mais restar 

Do teu sonho encantador 

Sorri 

Quando o sol perder a luz 

E sentires uma cruz 

Nos teus ombros cansados, doridos 

Sorri 

Vai mentindo tua dor 

E ao notar que tu sorris 

Todo mundo irá supor 

Que és feliz”. 
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IDENTIFICAÇÃO DE MARCAS MOLECULARES LIGADAS À 
AUSÊNCIA DE SEMENTES EM VIDEIRA 

 
 
RESUMO -  A videira é uma frutífera de grande importância mundial e, 

atualmente, a ausência de sementes tem sido uma característica bastante exigida 

pelos consumidores de uvas de mesa. O objetivo do presente trabalho foi a 

identificação de marcas moleculares associadas à ausência de sementes, 

utilizando as técnicas RAPD e fAFLP. O material vegetal foi oriundo dos bancos 

de germoplasma da EMBRAPA (CPATSA e CNPUV), totalizando 19 cultivares, 

umas com sementes, outras sem sementes e ainda, três porta-enxertos. Para a 

análise RAPD foram utilizados 213, onde apenas 30 possibilitaram amplificação de 

todas as amostras, sendo estes os usados para a obtenção dos dendrogramas. 

Esses “primers” produziram um total de 337 bandas polimórficas, tendo sido 

possível encontrar uma marca específica para a ausência de sementes, utilizando 

o “primer” UBC 443, que poderá futuramente ser utilizada para o desenvolvimento 

de marcadores SCAR, possibilitando a criação de um "kit" de identificação rápida 

e precoce de apirenia em videira. A análise fAFLP proporcionou a visualização de 

um dendrograma onde verificou-se que as cultivares foram agrupadas 

especificamente, ou seja, separados em cultivares com sementes, sem sementes 

e os porta enxertos. Foi possível identificar uma marca molecular específica para a 

característica de ausência de sementes, utilizando o marcador RAPD e, com o  

fAFLP, obteve-se um melhor agrupamento das cultivares estudadas. 

 
Palavras-chave: Vitis, RAPD, fAFLP, apirenia 
 

 
 
 
 
 
 

 

 



  

IDENTIFICATION OF MOLECULAR MARKERS ASSOCIATED TO 
THE ABSENCE OF SEEDS IN GRAPEVINE 

 
 
 
ABSTRACT - The grapevine is one of the most important fruit world-wide and, 

actually, the absence of seeds has been a desirable feature by table grapes 

consumers. This research had as an objective, the identification of molecular 

marks associated to the absence of seeds, using RAPD and fAFLP techniques. 

The vegetal material used were proceeding from the germoplasm banks of 

EMBRAPA (CPATSA and CNPUV). It was used 19 cultivars, with and without 

seeds, and three different rootstocks. For RAPD  analysis it was used 30 primers, 

producing a total of 337 polymorphics bands, it was also possible to find a specific 

mark for the absence of seeds, using primer UBC 443, that it could be used in the 

future for the development of SCAR markers, making possible the creation of a " kit 

" of fast and precocious identification of absence of seeds in grapevine. The fAFLP 

analysis provided a visualization of a dendrogram where it was verified that the 

cultivars were arranged in specific groups, separated in three different cultivars: 

with seeds, without seeds and the rootstocks. It was possible to identify a specific 

molecular mark for the feature of absence of seeds, using RAPD marker and, with 

fAFLP, to obtain a better arrangement of these cultivars. 

 
Keywords: Vitis, RAPD, fAFLP, seedlessness 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  

1. INTRODUÇÃO 
 

A videira é uma das mais importantes espécies frutíferas cultivadas no 

mundo. O continente europeu lidera a produção com 57,5% da oferta total, sendo 

a Itália, Espanha e França, os principais países produtores. A participação da 

América do Sul no “ranking” mundial é de apenas 8,0%, destacando-se Chile, 

Argentina e Brasil (Rosset, 1998). No Brasil, em 2000, havia uma área cultivada 

de 60.000 hectares, apresentando uma produção anual de 521.757 toneladas 

(SECEX/MDIC, 2001). 
 Atualmente, as uvas finas sem sementes são mais procuradas e já 

possuem um valor diferenciado no mercado, havendo uma grande expectativa em 

relação ao seu cultivo. Porém, devido à sua baixa fertilidade e às diferentes 

condições climáticas brasileiras, esses cultivares não garantem uma produtividade 

efetiva. 

 O comércio internacional de uva de mesa cresce anualmente, e o Brasil 

apresenta grandes possibilidades de aumentar sua participação neste mercado. 

Porém, a nova tendência para consumo de uvas de mesa, ou seja, de cultivares 

apirenas (sem sementes), tem restringido bastante a exportação brasileira, onde 

os produtores, principalmente os das regiões Nordeste e Sudeste, por não 

disporem de cultivares adaptadas, têm perdido boas oportunidades de inserção no 

mercado internacional.  

Nos Estados Unidos, as uvas apirenas representam cerca de 80% do total 

de uvas de mesa produzidas, sendo a cv. Sultanina, também chamada de 

Thompson Seedless, a mais difundida. No Brasil, as mais produzidas são 

‘Centennial’ (Jales, SP) e ‘Superior Seedless’ (Vale do Rio São Francisco, PE e 

BA). 

Tradicionalmente, os métodos utilizados para identificação de genótipos, 

bem como para estimar as relações filogenéticas existentes entre eles, são 

baseados em estudos morfológicos, o que, no caso da viticultura, é chamado de 

ampelografia (Galet, 1979). No entanto, essas características podem ser alteradas 

 



  

pela ocorrência de pragas, doenças e características ambientais, além de serem 

avaliações subjetivas e estarem condicionadas ao critério e experiência do 

pesquisador. 

Esse tipo de problema tem levado a numerosos casos de genótipos mal 

indexados, principalmente quando se trata de cultivares fenotipicamente muito 

semelhantes.  

A utilização de marcadores moleculares apresenta-se como uma 

ferramenta fundamental para um melhor entendimento do genoma da videira e um 

grande avanço para o desenvolvimento de novas cultivares. 

 Apesar de todo o trabalho do melhoramento genético para obtenção de 

cultivares de uva apirenas, há na prática, uma grande dificuldade na execução 

desta pesquisa, pois algumas vezes ocorre que, grande parte do material genético 

produzido, é de uvas com sementes, e isto apenas pode ser verificado após, no 

mínimo, quatro anos de idade. Com o aprimoramento do uso de marcadores 

moleculares no estudo genético da videira, esse problema poderá ser constatado 

no viveiro, não precisando esperar a produção, evitando assim, grandes 

desperdícios de tempo e de capital. 

Em videira, algumas pesquisas utilizando marcadores moleculares têm sido 

realizadas, principalmente para identificação de cultivares, de porta-enxertos, de 

resistência à doenças e caracterização de microrganismos que atacam a cultura, 

como por exemplo, a Xylella fastidiosa, causadora do Mal de Pierce, nos Estados 

Unidos. 

O objetivo do presente trabalho foi a busca de marcas moleculares 

associadas à ausência de sementes em videira, utilizando as técnicas RAPD 

(Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) e fAFLP (Polimorfismo de 

comprimento de fragmentos amplificados por fluorescência). 

 

 
 
 

 



  

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 2.1. Aspectos gerais da viticultura 
 

 A produção mundial de uvas de mesa no ano de 1998 foi de 

aproximadamente 8,2 milhões de toneladas, sendo a Turquia, Itália, Chile e 

Estados Unidos, os principais produtores (Agrianual, 2000). O Brasil produziu 

521.757 toneladas de uva em 2000, totalizando 60.000 hectares de área colhida 

(SECEX/MDIC, 2001). 

 Além da pequena participação na exportação de uvas de mesa, o Brasil não 

produz a quantidade suficiente para atender o mercado interno, sendo necessária 

a importação em alguns períodos do ano. 

 A produção de uvas no Brasil localiza-se nas regiões sul, sudeste e 

nordeste, e é uma atividade bastante consolidada, com grande importância 

econômica e social nos estados do Rio Grande do Sul, São Paulo, Paraná, Santa 

Catarina, Pernambuco, Bahia e Minas Gerais, com participação de 63,15%, 

18,76%, 5,14%, 6,29%, 3,33%, 1,72% e 1,17% da área colhida em 1996, 

respectivamente (IBGE, 1998), participando também, na importante função de 

fixação digna do homem do campo. 

 As regiões tradicionalmente produtoras (região sul do país) têm apenas 

mantido sua produção estável, enquanto as regiões tropicais apresentam-se em 

grande expansão, destacando-se o pólo irrigado de Petrolina, PE (Região do Vale 

do Rio São Francisco) e o noroeste do estado de São Paulo, em especial a região 

de Jales. 

 O Estado de São Paulo apresenta pequena participação na produção da 

uva destinada para indústria. Porém, se tratando de uva para mesa (tipos comum 

e fina), o estado responde pela maior parcela da produção brasileira, 

predominando as cultivares Niágara Rosada, Itália e Rubi (Agrosite, 2001). 

 As uvas finas de mesa destinadas à exportação são produzidas 

principalmente nas áreas irrigadas do Vale do Rio São Francisco, em qualquer 

 



  

época do ano, e também em outras regiões, como Jales e São Miguel Arcanjo 

(SP), Pirapora (MG) e Maringá (PR).  

 Segundo o IBRAF (2002), a demanda por uvas sem sementes é crescente, 

ocasionando a introdução de novas cultivares apirenas, de maneira a atender às 

exigências dos consumidores. 

 O mercado europeu já dá preferência pela compra de uvas de mesa sem 

sementes, fazendo com que os produtores do Vale do Rio São Francisco invistam 

na produção dessas cultivares. Em São Paulo, o Instituto Agronômico de 

Campinas (IAC) vem desenvolvendo pesquisas que permitem a produção de uvas 

de mesa da cv. Itália sem sementes. 

 As uvas finas de mesa, geralmente cultivares de Vitis vinifera L., 

representam cerca de 50% do volume total de uvas comercializadas pelas 

Centrais de Abastecimento S/A (CEASA), e estão presentes no mercado interno 

durante todo o ano (Camargo, 1998). 

  

2.2. Apirenia 
 
Devido às novas exigências de mercado, atualmente a criação de cultivares 

de uvas de mesa sem sementes é uma das grandes prioridades dos programas de 

melhoramento da videira em todo o mundo. 

O caso da apirenia (ausência de sementes) em videira é bastante 

interessante, devido à ocorrência de dois tipos - a partenocarpia e a 

estenoespermocarpia (Varoquaux et al. 2000).  

Segundo Camargo et al. (2001), a partenocarpia se caracteriza pela 

ausência total de sementes, não havendo fecundação, sendo o fruto desenvolvido 

exclusivamente a partir de tecidos maternos. Esse tipo de apirenia é característico 

da cv. Corinto, que é utilizada exclusivamente para ser consumida como uva-

passa (Weaver, 1964). Na estenoespermocarpia ocorre a fecundação para 

formação do fruto, seguida de aborto do embrião ainda imaturo, devido à ausência 

ou má formação do endosperma. Desse processo, originam-se frutos maduros 

 



  

com sementes-traço pouco desenvolvidas e macias, imperceptíveis ao consumidor 

(Stout, 1936), característica encontrada principalmente na cv. Thompson seedless 

(Varoquaux et al., 2000). Na maioria dos casos, o aborto do embrião ocorre depois 

de oito semanas da fecundação (Pommer et al., 1995), mas, também pode se dar 

de 2 a 10 semanas após a polinização (Emershard et al., 1989). 

A herança do caráter estenoespermocarpia ainda não está claramente 

definida e muitos são os modelos de herança sugeridos (Pearl et al., 1998). A 

necessidade de ampliação da variabilidade genética, por meio de cruzamentos 

para a seleção de indivíduos apirenos superiores, determinou o abandono da 

partenorcapia e a adoção da estenoespermocarpia por todos os programas de 

melhoramento empenhados na obtenção de cultivares de uvas apirenas (Camargo 

et al., 2001). 

Para o desenvolvimento dessas novas cultivares, os métodos de 

melhoramento tradicionais estão baseados em cruzamentos entre cultivares com e 

sem sementes, sendo a cultivar Sultanina a principal fonte do caráter “ausência de 

sementes”. A proporção de genótipos obtidos dessas progênies é baixa (10 – 

30%) e depende do parentesco (Loomis e Weinberger, 1979), além de requerer 

um grande número de plantas. Stout (1936) observou numerosa variação no 

tamanho, forma e textura de resquícios de sementes de uva de plantas 

estenoespermáticas. Algumas tinham integumento muito semelhante às sementes 

verdadeiras, enquanto que outras tinham resquícios indetectáveis, observando 

que em ambos os casos não havia germinação dessas “sementes“. 

 Com 54 anos de estudos documentados da cultura de tecidos em Vitis sp., 

pode-se considerar o resgate de embriões nas hibridações entre genótipos 

apirenos como uma das mais significativas contribuições para o melhoramento da 

videira (Mullins, 1990). No Brasil, essa técnica vem sendo utilizada desde o início 

da década de 1990 (Camargo, 1998). Por meio da cultura de tecidos, embriões 

viáveis com ausência de sementes podem ser obtidos aumentando para 50% a 

80% a proporção de obtenção de genótipos sem sementes (Cain et al. 1983).  

 



  

O cultivo in vitro evita o aborto do embrião o qual prossegue com seu 

desenvolvimento normal, em meio artificial, estando pronto para o transplantio em 

seis semanas.  Apesar disso, a técnica de cultura de tecidos é laboriosa e 

demanda muito tempo, além do que a videira não produz cachos de uvas antes 

dos quatro anos, não sendo possível, num estádio inicial, selecionar as plantas 

com ausência de sementes, para promover-se às seleções.  

Foi proposto por Bouquet e Danglot (1996) que a estenoespermocarpia 

poderia ser controlada por três genes recessivos complementares: a1, a2 e a3, 

herdados independentemente e regulados por um gene dominante I25.  

Por estes aspectos, a identificação de marcas moleculares ligadas à 

ausência de sementes apresenta-se como de grande interesse, criando a 

possibilidade de excluir as plantas que produzirão frutos com sementes ainda na 

fase de plântulas, refletindo numa considerável economia de tempo, espaço e 

custos adicionais. Assim, concordando com Varoquaux et al. (2000), há uma 

urgente exigência em se encontrar marcadores moleculares que possam garantir 

a apirenia em videira. 

 

2.3. Extração de DNA 
 

 Sabe-se que o genoma da videira é relativamente pequeno, quando 

comparado à outras espécies perenes, e acreditava-se que isso poderia facilitar os 

estudos em genética molecular (Lodhi et al. 1994). Porém, a extração de DNA de 

videira é bastante delicada, devido a presença de contaminantes, como polifenóis 

e polissacarídeos, e para obtenção de bons resultados em análises como RAPD, 

fAFLP ou qualquer outro tipo de estudo molecular, o DNA deve ser de boa 

qualidade. O que se deseja é que as extrações de DNA produzam amostras 

puras, de maneira a não inibir os tratamentos enzimáticos ou interferir nos padrões 

de migração e amplificação em gel de eletroforese. 

 A escolha do tecido vegetal é muito importante para uma boa extração, 

devendo-se utilizar tecidos jovens, no caso de videira. Segundo Ferreira e 

 



  

Grattapaglia (1995), esses critérios são ainda mais importantes em espécies que 

produzam grandes quantidades de metabólitos secundários, que em geral, 

interferem na extração bem sucedida de DNA. 

 Já existem várias metodologias para extração de DNA de plantas e 

microrganismos, e observa-se algumas modificações de uma para outra, visando 

na maioria das vezes, resolver problemas específicos para cada espécie em 

estudo. No caso específico da videira, uma metodologia descrita por Lodhi et al. 

(1994), foi utilizado NaCl e PVP (polivinilpirrolidone)  para remover polissacarídeos 

e polifenóis, respectivamente. 

 Alguns protocolos podem fornecer DNAs degradados ou contaminados, e 

mesmo possibilitando amplificações PCR, podem comprometer a reprodutibilidade 

das reações, resultando muitas vezes em falsos negativos (Romano, 1998). 

 
2.4. Marcadores Moleculares 
 

 É freqüente o surgimento de dúvidas acerca da definição de material de 

videira no campo. Segundo Sousa (1996), o gênero Vitis, como conseqüência de 

sua distribuição em diversos centros de refúgio, as variedades sofreram 

adaptações climáticas que determinaram o surgimento de novas cultivares. Assim 

sendo, existem diversas espécies e milhares de cultivares espalhadas por todo o 

mundo.  

A utilização de marcadores moleculares tem sido utilizada extensivamente e 

vem empregando um papel fundamental na identificação de cultivares, na 

determinação de diversidade genética, na verificação da pureza genética, no 

mapeamento genético e principalmente na identificação de marcas que permitem 

a seleção de caracteres específicos e de interesse (Andreani Júnior, 1998). 

Os marcadores moleculares superam as dificuldades encontradas nas 

caracterizações morfológicas, fenológicas e organolépticas, podendo-se 

reconhecer diretamente as diferenças genéticas entre indivíduos, obtendo-se um 

perfil molecular (“fingerprinting”) característico para cada variedade. E, segundo 

 



  

Johns et al. (1997), também permitem obter melhores estimativas da diversidade 

genética de uma determinada população.  

Para isto, um marcador deve reunir determinadas características tais como: 

alto nível de polimorfismo, herança co-dominante, distribuição freqüente e 

uniforme em todo o genoma, facilidade de estudo, rapidez nos resultados e baixo 

custo, ou pelo menos, proporcional à quantidade de informações a serem geradas, 

e conforme Moreno et al. (1995), também deve possuir um nível de 

reproducibilidade adequado para possíveis comparações entre laboratórios 

distintos, em diferentes regiões do mundo. 

A primeira metodologia molecular aplicada a plantas foi o polimorfismo no 

comprimento de fragmentos de restrição - RFLP (Helentjaris et al. 1985). Em 

videira, o RFLP foi utilizado pela primeira vez usando sondas heterólogas de 

microsatélites (Strien et al. 1990). Esta é uma técnica complexa e de alto custo, 

um dos motivos que novos métodos têm sido desenvolvidos baseados na 

amplificação de seqüências genômicas mediante uma reação de amplificação em 

cadeia (PCR – “Polymerase Chain Reaction”). Assim, segundo Satub et al. (1996), 

pode-se fazer análises partindo-se de uma pequena quantidade de DNA e com 

protocolos relativamente mais simples. 

Uma das formas de caracterização dos recursos biológicos pode ser 

realizado através da amplificação casualizada do DNA polimórfico (RAPD). Esta 

técnica é obtida através de PCR e utiliza oligonucleotídeos iniciadores de síntese 

(“primers”) de seqüência arbitrária, que tendem a produzir uma freqüência 

relativamente alta de polimorfismo, sendo um método rápido e eficiente (Fairbanks 

et al., 1993). Os oligonucleotídeos têm sido utilizados para reproduzir segmentos 

de DNA genômico em várias espécies de plantas (Willians et al., 1993). Com a 

ajuda de métodos estatísticos apropriados, a técnica RAPD tem sido efetiva em 

detectar a diversidade de população em vários tipos de organismos (Chen et al., 

1995).  

Polimorfismo de fragmentos RAPD são visualizados como presença e 

ausência de bandas em um gel de eletroforese e podem, assim, serem facilmente 

 



  

interpretados e convertidos em dados diagnósticos de homologia molecular entre 

indivíduos (Ferreira e Grattapaglia, 1995).                          

Com o objetivo de caracterizar dez cultivares de mamão, Stiles et al. (1993) 

utilizaram a técnica RAPD e encontraram valores acima de 70% de similaridade, 

evidenciando uma estreita base genética entre elas. 

Ronning et al. (1995) estimaram variações entre e dentro de diferentes 

anonáceas e seus híbridos interespecíficos e verificaram que os produtos das 

amplificações dos DNAs com os 15 “primers” utilizados mostraram padrões 

polimórficos, indicando ser o RAPD um método eficiente de determinação 

genotípica através do “fingerprint” dentro e entre as espécies de Annonaceae.  

Nos Estados Unidos, Warburnton e Bliss (1996) desenvolveram um estudo 

utilizando 94 marcadores RAPD para estimar a distância entre 136 cultivares de 

pêra oriundas de diferentes regiões do país. 

Cassiano (1998), utilizou marcadores RAPD para determinar as variações 

genéticas entre as espécies de Passiflora e verificou que as espécies 

apresentaram similaridade de 17,30%, sendo que entre Passiflora edulis Sims e 

Passiflora edulis Sims f. flavicarpa, a similaridade foi de 34,35%. 

Em abacaxizeiro, Ruas et al. (1995) utilizaram 17 primers em reações de 

RAPD, produzindo 75 marcadores, os quais permitiram a discriminação de quatro 

cultivares de abacaxi, sendo que os resultados obtidos destas análises de RAPD 

foram similares àqueles obtidos nas avaliações morfológicas e agronômicas, 

levando os autores a concluirem que análises de RAPD podem ser usadas de 

maneira eficiente para caracterização de recursos genéticos no gênero Ananas. 

Também em abacaxi, Gottardi (2001) avaliou padrões genotípicos e 

similaridade dentro da cultivar Smoot Cayenne, utilizando marcadores bioquímicos 

e moleculares. Foi verificado, através de marcadores RAPD, a existência de 

variabilidade genética do material cultivado no Brasil, podendo a cultivar em 

questão, ser considerada como uma coleção de clones em mistura. 

A avaliação da diversidade genética de citros utilizando RAPD (Vilarinhos et 

al. 2000) permitiu a distribuição dos 30 acessos do banco Ativo de Germoplasma 

 



  

de Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas, BA) em cinco 

diferentes grupos, que não diferem da origem e classificação taxonômica. 

Embora muito cultivada e de grande importância econômica mundial, ainda 

há muito o que se pesquisar sobre a genética da videira. Para Reisch e Pratt 

(1996) este “atraso” deve-se principalmente à alta heterozigose e ao longo período 

de juvenilidade, características do gênero. Os estudos genéticos em videira 

intensificaram-se a partir de 1990, coincidindo com o advento da técnica RAPD. 

Existem alguns questionamentos sobre a real existência de algumas 

espécies de videira, devido a ocorrência de vários cruzamentos entre si, 

resultando em híbridos vigorosos e férteis F1 (Hancock, 1992). Esta situação cria 

problemas desde a documentação e preservação de bancos de germoplasma ao 

cultivo e utilização. 

Utilizando marcadores moleculares, descobriu-se que uma variedade 

chilena de uva tida oficialmente como extinta desde 1880 (‘Carmenère’) era a 

então considerada ‘Merlot’, cultivada no Chile, numa área de 300 hectares, que 

logo após a descoberta e sua importância para viticultura chilena, transformou-se 

rapidamente em 2.300 hectares, podendo num futuro próximo, tornar-se a 

principal uva chilena novamente (Bernardes, 2002). 

Esta recente disponibilidade de marcadores moleculares tem gerado 

diversos estudos com o gênero Vitis, devido principalmente à dificuldade de 

distinção entre cultivares. 

Tem-se testado isoenzimas, RFLPs (Strien et al., 1990; Bowers et al., 

1993), RAPDs (Ye et al., 1998), AFLPs (Goto-Yamamoto, 1997) e microsatélites  

(Lamboy e Alpha, 1998), resultando num progresso na compreensão da 

diversidade do gênero dentro de diferentes bancos de germoplasmas distribuídos 

em diferentes regiões do mundo. 

Uma das principais descobertas, segundo Reisch (1998), foi saber que 

‘Carbenet Sauvignon’ é resultante de um cruzamento entre ‘Carbenet Franc’ x 

‘blanc de Sauvignon’ (Bowers e Meredith, 1997), e que a ‘Müller-Thurgau’ é 

 



  

produto de ‘Riesling’ x ‘Gutedel’ (Regner et al., 1996), e não de ‘Riesling’ x 

‘Sylvaner’, como sempre foi acreditado. 

Moreno et al. (1995) testaram a viabilidade da técnica RAPD para 

caracterização de clones e cultivares de videira, avaliando o nível de polimorfismo. 

Utilizando 14 “primers” (marca ‘Operon’, kits A e O), obtiveram polimorfismo 

suficiente para distinguir alguns clones e verificar que alguns materiais eram 

semelhantes ao clone denominado ‘Albillo’. 

Em videira, a sensibilidade e a reprodutividade da técnica RAPD na 

detecção de polimorfismos é relatada por Collins e Symons (1993), onde se 

utilizando diferentes “primers”, foi possível identificação de diversas cultivares e a 

detecção de polimorfismos, estabelecendo a relação filogenética entre elas. 

Grando et al. (1996) e Qu et al. (1996) informaram que os perfis das 

diferentes espécies de videira são altamente variáveis dentro e entre espécies. 

O uso de marcadores moleculares de DNA para detectar polimorfismos 

entre cultivares de uva foi demonstrado por Striem et al. (1990), que foram os 

pioneiros na procura de marcas moleculares ligadas à apirenia. A análise genética 

para detectar polimorfismos, através da técnica da reação em cadeia da DNA 

polimerase (PCR) revelou a possibilidade do uso desta metodologia para a 

identificação de várias marcas moleculares correlacionadas à “ausência de 

sementes”, o que contribuiria para a pré-seleção de plantas cujos frutos não 

produzissem sementes (Gray e Meredith, 1992). 

 Striem et al. (1996) utilizaram progênies obtidas dos cruzamentos entre 

‘Early Muscat’ e ‘Flame Seedless’, totalizando 39 indivíduos sem sementes e 43 

com sementes. Utilizando os “primers” da marca ‘Operon’ (Kits A, B, C, E, F, G, H, 

e J), eles obtiveram 400 bandas polimórficas e observaram a presença de marcas 

moleculares associadas à ausência de sementes. Foi possível a identificação de 

12 marcas RAPD relacionadas à apirenia e sugeriram que vários genes podem 

estar envolvidos na expressão dessa característica, concordando também com os 

estudos de Bouquet e Danglot (1996). 

 



  

Bouquet e Danglot (1996) propuseram que a ausência de sementes em 

videira pode ser controlado por três genes recessivos complementares a1, a2 e a3 

controlados por um gene dominante I. 

Analisando 42 acessos representando 13 espécies de videira e seus 

híbridos (havendo inclusive alguns em comum com o presente estudo – ‘Niagara 

Rosada’, ‘Perlette’ e ‘Thompson Seedless’), Wang et al. (1999) obtiveram 210 

bandas polimórficas, originadas do uso de 15 “primers” da ‘University of British 

Columbia’ (UBC). Foi possível a separação das espécies Vitis rotundifolia das 

demais espécies, concordando com o atual sistema de classificação.  

A análise de fAFLP representa uma técnica ainda mais recente. Uma de 

suas principais vantagens é a utilização de uma pequena quantidade de DNA, 

além da possibilidade de amplos estudos de um genoma (Scott et al. 2000), uma 

vez que se obtém um grande número de fragmentos que são gerados e resolvidos 

em um único gel (Ferreira e Grattapaglia, 1995). Assim sendo, apresenta-se como 

um marcador promissor para identificação e caracterização de cultivares e 

variações clonais. O fAFLP, assim como o RAPD, é um marcador do tipo 

dominante e seu nível de complexidade técnica é maior que no RAPD. 

 Mesmo sendo uma técnica mais sofisticada e mais recente, também já tem 

sido desenvolvido alguns trabalhos com fAFLP em frutíferas, principalmente para 

caracterização de variedades, como em macieira (Tignon et al., 2001); 

pessegueiro e nectarina (Manubens et al., 1999); bananeira (Benatti et al., 2001) e 

maracujazeiro (Aukar et al., 2001).  

 Em videira, os estudos com fAFLP ainda são escassos, apesar de já terem 

sido publicados alguns estudos, como o de  Cervera et al. (1998), que 

demonstraram o potencial da técnica para diferenciação de clones e de 

determinadas cultivares. 

 Regner et al. (2000) testaram a eficiência da técnica fAFLP para 

caracterização de cultivares e clones de Vitis vinifera (‘Gruner Veltliner’, 

‘Chardonnay’ e ‘Blanc de Pinot’), e, além da identificação de 220 cultivares e a 

relação existente entre eles, ainda propuseram uma definição sobre suas origens. 

 



  

 Comparando os métodos RAPD e fAFLP para identificação genética de 

videira, Narváez et al. (2000), concluíram que os dois métodos permitiram 

diferenciar todas as cultivares analisadas, apresentaram alta reproducibilidade e 

propuseram que o fAFLP seria uma melhor alternativa para diferenciar clones, 

devido sua maior reproducibilidade e maior quantidade de informações por reação, 

em relação ao RAPD. 

 Na Espanha, Marínez-Zapater et al. (2000), analisaram por fAFLP, 

diferentes acesssos de várias coleções existentes no país. Testando 12 

combinações de “primers” (FAM/NED/JOE), obtiveram 400 bandas polimórficas, 

entretanto, concluíram que em alguns casos, apenas uma combinação de 

“primers” pode resultar numa quantidade suficiente para realização de suas 

análises, dependendo do objetivo da pesquisa, o que na verdade, é uma das 

principais vantagens da técnica.  

Scott et al. (2000), em estudo para caracterização de diferentes cultivares 

na Austrália, utilizando fAFLP, obteve mais de 3.000 marcas, oriundas de 64 

combinações de “primers”, destacando o valor potencial da técnica.  

Analisando 38 clones e nove variedades (Carbenet Sauvignon, 

Chardonnay, Merlot, Pinot blanc, Pinot gris, Pinot Noir, Sauvignon, Schiava grossa 

e Traminer), Bellin et al. (2001) verificaram uma maior eficiência da técnica fAFLP 

na distinção entre as variedades do que entre os diferentes acessos (espécies), e 

deu ênfase à possibilidades futuras de desenvolvimento de marcadores SCAR 

(Região Amplificada de uma Seqüência Caracterizada) a partir do fAFLP. 

 

 
 
 
 
 
 
 

 



  

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Material Vegetal 
 
 Foram coletadas folhas jovens de diferentes cultivares (Tabela 1) existentes 

nas coleções de uva do Centro de Pesquisa de Agricultura Tropical do Semi-árido 

(CNPAT/EMBRAPA), localizado no município de Petrolina, PE e do Centro 

Nacional de Pesquisa de Uva e Vinho (CNPUV/EMBRAPA), localizado em Jales, 

SP. 

 Imediatamente após a coleta, as folhas foram identificadas e colocadas em 

sacos plásticos, mantidas em gelo até a chegada no Laboratório de Bioquímica de 

Microorganismos e Plantas da FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP. 

Em seguida, as folhas foram lavadas, secas, cortadas com auxílio de 

tesoura, maceradas em nitrogênio líquido e armazenadas em recipiente plástico 

com tampa. Todos os extratos foram mantidos a -20ºC (freezer) até o momento de 

uso. 
 
TABELA 1 – Cultivares de Vitis sp. utilizadas para identificação de marcas moleculares associadas 

à ausência de sementes. FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP. 2002. 
 

UVAS COM SEMENTES UVAS SEM SEMENTES PORTA-ENXERTOS 
Itália 
Brasil 

Patrícia 
Christmas Rose 
Niágara Rosada  

Isabel 
Alphonse Lavalle 

Benitaka 

Superior seedless 
Catalunia 

Centennial Seedless 
Perlette 

Thompson Seedless 
Vênus 

Marroo Seedless 
Beauty Seedless 

IAC 313 (Tropical) 
IAC 766 (Campinas) 

IAC 572 (Jales) 

 
 
3.2. Extração do DNA 

 
 Foram testados seis diferentes métodos de extração de DNA genômico - 
Shillito e Saul (1988); Saghai-Maroof et al. (1984); Doyle e Doyle (1991); This et al. 

(1997); Lodhi et al. (1994) e Lin e Kuo (1998), descritos a seguir: 

 



  

a) Shillito e Saul (1984): em tubos contendo 350 mg de tecido macerado, 

adicionou-se 2,0 mL  do tampão de extração CTAB-sarcosyl, incubando-os em 

seguida por 30 minutos a 60ºC. Adicionou-se 800 µL de clorofórmio: álcool 

isoamílico (24:1) e as amostras foram centrifugadas a 11.953 x g por 8 minutos. 

Ao sobrenadante foram adicionados 55 µL de CTAB 10% e clorofórmio: álcool 

isoamílico (24:1) e centrifugados a 11.953 x g por 8 minutos. O sobrenadante foi 

transferido para novos tubos, nos quais adicionou-se um volume de tampão de 

precipitação CTAB e deixados em repouso por uma hora. Após esse período, as 

amostras foram centrifugadas a 14.343 x g por 10 minutos, descartando o 

sobrenadante. O “pellet” foi dissolvido com 400 µL de TE alto sal a 65ºC. O DNA 

foi precipitado adicionando-se dois volumes de etanol absoluto gelado, deixando-

os em freezer (-20ºC) por duas horas e centrifugados a 14.343 x g por 10 minutos 

a 4ºC. A primeira lavagem do DNA foi realizada com etanol 70% , e a segunda, 

com etanol 100%. O DNA foi dissolvido em 25 µL de TE (1:10) + 1 µL de RNAse. 
 
b) Saghai-Maroof et al. (1984): em um tubo de centrífuga (vidro/50 mL) 

foram adicionados 1g de tecido vegetal previamente macerado em nitrogênio 

líquido e 9 mL de tampão de extração CTAB (TRIS-HCl pH 7,5 1M; NaCl 5M; 

EDTA pH 8,0 0,5M; CTAB 1% e 140 mM de β-mercaptoetanol), sendo em seguida 

aquecidos a 65ºC. Os tubos foram agitados para homogeneização e incubados 

em banho-maria a 65ºC durante 1 hora, realizando-se agitação suave a cada 15 

minutos. Após retirados da incubação, foram deixados por 5 minutos a 

temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 4,5 mL de 

clorofórmio:octanol (24:1), com agitação suave durante 5 minutos. Os tecidos 

celulares removidos por centrifugação 1910 x g por 10 minutos a 20ºC. O 

sobrenadante foi coletado e adicionado 50 µL de RNAse (10 mg/mL), ficando em 

repouso por 30 minutos em temperatura ambiente. O DNA foi precipitado por 

adição de 6 mL de isopropanol, incubado a temperatura ambiente durante a noite. 

Após este período, o material foi centrifugado a 5860 x g por 10 minutos a 20ºC. O 

 



  

precipitado foi ressuspendido em 1 mL de tampão TE (0,01M TRIS e 0,001M 

EDTA) por 2 horas. Em seguida foi adicionado 1 mL de fenol equilibrado e 

centrifugado a 5860 x g por 25 minutos a 20ºC. Ao sobrenadante coletado foi 

adicionado 50 µL de NaCl 5M e 3,5 mL de etanol absoluto, ficando em repouso a 

temperatura ambiente por 2 horas e após este período, foi centrifugado a 5860 x g 

por 10 minutos a 20ºC. Os tubos foram invertidos sobre papel absorvente para 

eliminar todo resíduo. Ao precipitado, foram adicionados 3 mL da solução (76% 

EtOH 0,2M NaOAc, dH2O) e foram deixados durante 20 minutos à temperatura 

ambiente. Foram novamente invertidos em papel absorvente, deixando escorrer 

toda a solução e adicionou-se em seguida, 1 mL da solução: 76% EtOH, 10 mM 

NH4OH por 10 segundos. Novamente os tubos foram invertidos em papel 

absorvente e, finalmente, adicionou-se 1mL de solução TE (TRIS 10Mm, EDTA 

1Mm, pH 8,0). Os tubos foram mantidos à temperatura ambiente durante a noite 

para dissolução do DNA. 
 
c) Doyle e Doyle (1991) – adaptado: 0,1 g de folhas frescas de cada 

amostra foram maceradas com nitrogênio líquido e homogeneizadas em tubos de 

microcentrífuga de 1,5 mL, contendo 750 µL de tampão de extração (2% CTAB, 

NaCl 5M, 0,2% 2- β-mercaptoetanol, 0,5 M EDTA, 100 mM TRIS-HCl-pH 8,0). 

Após 30 minutos de incubação a 60ºC, adicionou-se 450 µL de clorofórmio: álcool 

isoamílico (24:1) e o material foi centrifugado por 10 minutos a 2000 x g a 20ºC, 

sendo o sobrenadante transferido para um novo tubo, adicionando-se 400 µL de 

isopropanol. Para a recuperação do DNA, fez-se nova centrifugação a 12.000 x g 

por 10 minutos a 0ºC, descartando-se o sobrenadante. O “pellet” foi seco em 

temperatura ambiente, sendo em seguida, acrescentado 100 µL de TE e 1 µL de 

RNAse. Os tubos foram incubados a 37ºC por 30 minutos e acrescidos de 200 µL 

de água milli-Q; 100 µL de acetato de amônia e 1000 µL de etanol absoluto. Em 

seguida, centrifugou-se novamente a 12.000 x g por 10 minutos a 0ºC, sendo 

 



  

posteriormente postos à secar e foram ressuspendidos em 20 µL de TE (10 mM 

TRIS-HCl, pH 7,5, EDTA 0,1mM) e estocado a –20ºC. 

 

d) This et al. (1997): pesou-se 0,2 g de folhas jovens maceradas. Em 

seguida, foi adicionado 1 mL do tampão de extração (CTAB 2% + NaCl 1,4M + 

TRIS H-Cl 0,1M pH 8,2 + EDTA 20 mM + 0,5% do volume de β-mercaptoetanol). 

O material foi agitado suavemente para homogeneizar, e incubado por 45 minutos 

a 65ºC. Em seguida, foi adicionado 800 µL de clorofórmio : álcool isoamílico (24:1) 

e centrifugado a 14.343 x g por 10 minutos. Após a transferência do sobrenadante 

para novos tubos, foi adicionado 160 µL CTAB 10% + 800 µL de clorofórmio: 

álcool isoamílico (24:1), seguido de centrifugação a 14.343 x g por 10 minutos e 

transferência de sobrenadante novamente. Foi adicionado 750 µL de isopropanol 

gelado e os tubos foram colocados em gelo por 30 minutos, sendo agitados 

suavemente a cada 5 minutos e posteriormente centrifugados a 14.343 x g por 10 

minutos. Em seguida, foi realizada a lavagem do material, utilizando etanol 70% , 

sendo secos a vácuo. Adicionou-se 250 µL de TE + 2 µL de RNAse e incubação 

por 1 hora a 37ºC. Foi adicionado 2 µL de Proteinase K, sendo posteriormente, 

incubados por 30 minutos a 50ºC. A purificação foi realizada em duas etapas: a) 

com fenol/clorofórmio e clorofórmio (1 hora de agitação e centrifugação por 10 

minutos a 11.953 x g 4ºC); b) com clorofórmio (20 minutos de agitação e 

centrifugação por 10 minutos a 11.953 x g, 4ºC). Em seguida, foi adicionado 250 

µL de acetato de amônia 5 M + 1,2 mL de etanol absoluto e centrifugou-se por 10 

minutos a 14.343 x g. Foi realizada uma lavagem com etanol 70%, seguidos de 

uma secagem a temperatura ambiente e adição de 100 µL de TE (10 mM TRIS-

HCl, pH 7,5, EDTA 0,1 mM), para ressuspender o “pellet”. As amostras foram 

mantidas em freezer até o momento de sua utilização. 

 
e) Lodhi et al. (1994): 0,5 g de folhas de cada amostra foram maceradas com 

nitrogênio líquido e colocadas em tubos de centrífuga, adicionando-se 15mL do 

 



  

tampão de extração (20 mM EDTA, 100mM TRIS-HCl, pH 8,0, 1,4M NaCl e 2% 

CTAB); 50 mg de PVP e 0,2% de β-mercaptoetanol e incubados por 25 minutos a 

60ºC, agitando-os a cada 5 minutos. As amostras foram centrifugadas a 2.988 x g 

por 15 minutos, e o sobrenadante foi acrescido de 5 mL de clorofórmio:octanol 

(24:1). Após nova centrifugação, foram acrescidos ao sobrenadante, metade do 

volume de NaCl 5 M e dois volumes de  Etanol 95%, mantendo-os  em freezer (-

18ºC) por 2 horas. Após novas centrifugações (1.075 x g por 5 minutos, seguida 

de uma outra, a 2.988 x g por 5 minutos), o DNA foi lavado com etanol 76%, 

descartando-se o sobrenadante. O DNA precipitado foi ressuspendido em 300 µL 

de TE e 1 µL de RNAse / 100 µL de DNA, e incubados a 37ºC por 15 minutos.  

Após esse período, foram mantidas em freezer até o momento de uso do material. 
 

f) Lin e Kuo (1998): a 0,1g de tecido vegetal macerado foi adicionado 300 µL 

do Kit Plant DNAzol (GIBCO – BRL) e 10 µg de RNAse/mL. Em seguida, as 

amostras foram agitadas por inversão durante 5 minutos a 25ºC. Adicionou-se 300 

µL de clorofórmio e agitou-se por inversão durante 5 minutos a 25ºC. O material 

foi centrifugado a 12000 x g por 10 minutos a –4ºC e o sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo. O DNA foi precipitado com adição de 225 µL de 

etanol absoluto ao sobrenadante, em seguida as amostras foram agitadas por 

inversão durante 1 minuto e deixadas em repouso em temperatura ambiente por 5 

minutos. Após esse período, o DNA precipitado foi centrifugado a 5000 x g por 4 

minutos a -4ºC e o sobrenadante foi descartado. A solução de lavagem foi 

preparada com uma mistura de um volume de DNAzol com 0,75 volume de etanol 

absoluto. Foi adicionado 300µL desta solução de lavagem ao DNA precipitado e 

agitado em vórtex. As amostras ficaram em repouso por 5 minutos em 

temperatura ambiente e após este período foram centrifugadas a 5000 x g por 4 

minutos a –4ºC. A solução de lavagem foi descartada e ao “pellet” de DNA foi 

adicionado 300µL de etanol 70%, agitado vigorosamente e centrifugado a 5000 x 

g por 4 minutos a –4ºC. O etanol foi descartado e os tubos foram invertidos em 

 



  

papel absorvente por 5 minutos. O “pellet” foi dissolvido em 35µL de TE pH 8,0 e 

levado a geladeira por 3 horas. Após este período, as amostras foram 

centrifugadas a 12000 x g por 4 minutos a –4ºC para retirar polissacarídeos 

insolúveis. 
 
3.3. Quantificação do DNA 

 
 O DNA de cada amostra foi quantificado em espectrofotômetro, medindo 

absorbância nos comprimentos de onda 260 nm e 280 nm, utilizando a relação 

1DO = 50 ng/µL de DNA (Maniatis et al. 1982).  

 Após a quantificação, foi preparada uma solução de trabalho de 500 µL, 

onde o DNA foi diluído em água milli Q filtrada para a padronização da 

concentração do DNA de cada amostra individual para 20 ng. O DNA original foi 

mantido em TE e congelado em freezer (-20ºC). 

 

 3.4. Análise por RAPD 
 

3.4.1. Amplificação do DNA genômico (RAPD – PCR) 
 
 Para a reação de amplificação do DNA, foram realizados ensaios de 

adequação das concentrações de DNA e de “primer”, além de diferentes 

programas a serem executados no termociclador. 

 Após esses testes, cada reação foi realizada em tubo tipo “eppendorf” 

previamente estéril, contendo: 50 ng de DNA, tampão de PCR (GIBCO-BRL) 1X, 

MgCl2 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, 1,0 U Taq DNA polimerase (GIBCO), 30 ng/µL de 

“primer”, água milli-Q filtrada q.s.p. 20 µL. 

 Os DNAs foram amplificados utilizando termociclador (PTC-100 

Programable Thermal Controler – MJ Research, Inc.) e submetidos a um ciclo de 

94ºC por 1 minuto; 92ºC por 1 minuto; 35º C por 1 minuto; 92ºC por 1 minuto; 

35ºC por 1 minuto; 72ºC por 2 minutos; 40 vezes (92ºC por 1 minuto; 35º C por 1 

 



  

minuto; 92ºC por 1 minuto; 35ºC por 1 minuto; 72ºC por 2 minutos) e, finalmente, 

um ciclo de 72ºC por 5 minutos. 

 Foram avaliados 213 “primers” de 10 pares de bases das marcas ‘Operon’ 

(Kits do A ao E, F10, J5, G5, G11 e G17) e da ‘The University of British Columbia’ 

(“primers” 219, 295 e seqüências de 301 a 350; de 441 a 500).  

 

 3.4.2. Eletroforese 
 

 Em cada tubo contendo 20 µL do DNA amplificado, foram adicionados 3 µL 

de tampão de amostra (azul de bromofenol 0,01%; glicerol 40%). Desta mistura, 

10µL foram colocados nas canaletas de gel de agarose 1,5% (dissolvida em TEB 

1X – TRIS 89 mM, ácido bórico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3) e submetidos à 

eletroforese horizontal no sistema Sunrise (Gibco BRL), em tensão de 100 V por 

aproximadamente 1 hora e 30 minutos. Adicionou-se 8 µL de Brometo de etídio (5 

mg/mL) no gel antes de vertê-lo na cuba e 10 µL no tampão de eletrodo (TEB 1X). 

Como padrão de peso molecular, utilizou-se o “ladder” de 1Kb (GIBCO), e o 

controle negativo foi realizado para cada reação de RAPD, verificando-se assim, 

se as soluções utilizadas não apresentavam contaminação. No controle negativo 

foram utilizadas todas as soluções anteriormente descritas, com exceção do DNA. 

 

 3.4.3. Visualização dos resultados 
 
 A visualização dos resultados das amostras, após a eletroforese, foi 

realizada em equipamento de fotodocumentação (Gel Doc – 1000 – Bio Rad) e 

gravada para as análises posteriores. 

 
3.5. Análise por fAFLP 
 
Para realização da análise utilizando a técnica fAFLP, foi utilizado o “kit” da 

Applied Biosystems e seguido o protocolo do, descrito a seguir: 

 



  

3.5.1. Digestão do DNA genômico 
 

A reação consistiu de 500 ng de DNA genômico, acrecidos de 1,25 µL do 

tampão React I; 0,25 µL da enzima EcoRI e 0,50 µL da enzima MseI. Realizou-se 

uma corrida em gel de agarose 1% com padrão 1Kb, corado com brometo de 

etídio (0,5 µg/mL). 

 
3.5.2. Ligação dos adaptadores 
 

Em tubos contendo o DNA digerido, foi acrescentado 0,33 µL de cada 

adaptador (MseI e EcoRI), que foram aquecidos a 95ºC por 5 minutos, deixando-

os esfriar por aproximadamente 10 minutos, espinando-os em seguida em uma 

microcentrífuga por 10 segundos a 1000 x g. O “Máster Mix” foi composto de 1,0 

µL de tampão T4 DNA ligase, 0,5 µL de T4 DNA ligase e 0,66 µL dos adaptadores. 

A 2,6 dessa mistura foi adicionado de 3,67 das amostras digeridas, sendo em 

seguida levadas ao termociclador por quatro horas a 37ºC para inativação das 

enzimas. 

 
3.5.3. Reação de amplificação pré-seletiva 
 

As seqüências com os adaptadores ligados nas duas extremidades amplificam 

exponencialmente e predominam no produto final. Todos os reagentes foram 

mantidos em gelo até serem levados ao termociclador. 

A reação constou de 4,0 µL do DNA diluído; 1,0 µL da mistura dos “primers” 

pré-seletivos (AFLP EcoRI e MseI) e 15 µL do AFLP Core Mix. 

Em seguida, as amostras foram colocadas em termociclador a temperatura 

ambiente conforme programa de PCR constante no Quadro 1:  

 

 
 

 



  

Quadro 1 - Parâmetros do termociclador para a amplificação pré-seletiva 
 

Início 40 Ciclos Fim 
96°C 
2 min 

96°C 
10 Seg 

52°C 
20 seg 

60°C 
4 min 

4°C 
infinito 

 

As amostras foram estocadas em freezer por 4 horas e em seguida foi feito 

um gel de agarose 1% (0,7 g de agarose; 70 mL TEB 1X; 7 µL de brometo de 

etídio) para verificação da amplificação pré-seletiva. Para isso, foram utilizados 10 

µL de cada amostra. O êxito da reação pré-seletiva é a observação de “smear”, 

que é um arraste, claramente visível. 

 
3.5.4. Amplificação Seletiva 
 
 
Ao produto da reação de amplificação pré-seletiva (3 µL), foram 

adicionados 0,5 µL do MseI (Primer – Cxx); 0,5 µL do EcoRI (primer – Axx – 

marcado por fluorescência) e 7,5 µL do AFLP Core Mix. O material foi estocado a 

–6ºC. Os parâmetros utilizados no termociclador estão apresentados no Quadro 2. 
  

Quadro 2  - Parâmetros do termociclador durante a amplificação seletiva. 
 

Início Ciclo Nº de Ciclos 
94°C - 2min 94°C - 60 seg 66°C - 60 seg 72°C - 2 min 1 

- 94°C - 60 seg 65°C - 60 seg 72°C - 2 min 1 
- 94°C - 60 seg 64°C - 60 seg 72°C - 2 min 1 
- 94°C - 60 seg 63°C - 60 seg 72°C - 2 min 1 
- 94°C - 60 seg 62°C - 60 seg 72°C - 2 min 1 
- 94°C - 60 seg 61°C - 60 seg 72°C - 2 min 1 
- 94°C - 60 seg 60°C - 60 seg 72°C - 2 min 1 
- 94°C - 60 seg 59°C - 60 seg 72°C - 2 min 1 
- 94°C - 60 seg 58°C - 60 seg 72°C - 2 min 1 
- 94°C - 60 seg 57°C - 60 seg 72°C - 2 min 1 
- 94°C - 30 seg 56°C - 60 seg 72°C - 2 min 20 

60°C - 30 min    1 
4°C - infinito    1 

 
 

 



  

3.5.5. Amplificação das amostras e eletroforese 

 

Foi preparada uma mistura contendo 1,5 µL do tampão de amostra (0,2 mL 

25 mM EDTA, pH 8,0 e 50 mg/mL de “Blue Dextran” adicionados em 1 mL de 

formamida deionizada) e 0,5 µL do padrão interno de peso molecular Gene Scan – 

500 (ROX) marcado por fluorescência com a cor vermelha. Para cada amostra, 

contendo 0,6µL do produto da amplificação seletiva (DNAs), adicionou-se 1,5µL 

da mistura. 

As amostras foram desnaturadas a 96ºC por 5 minutos e colocadas 

rapidamente em gelo. 

Aplicou-se 1,0 µL de cada amostra nas canaletas ímpares com 

multipipetador (“Kloehn 8 ganged Syringe Gel Loader”) em um gel 5% 

desnaturante “Long Ranger” (BMA) de 96 canaletas em uma placa de 36 cm no 

seqüenciador ABI 377 (Perkin-Elmer Corp.). A corrida eletroforética foi conduzida 

em tampão TEB 1x (TRIS 89 mM, Ácido bórico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3), a 

51ºC, 3000 V, 60 mA, durante três horas. 

 
3.5.6. Combinações dos Primers  

 

 Foram testadas 10 combinações de “primers” (Tabela 2). 

 
Tabela 2. Combinação dos “primers” (NED/JOE/FAM) testados em videira para identificação de 

marcas moleculares associadas à ausência de sementes. FCAV – UNESP, Jaboticabal – 
SP, 2002. 

 
Marcação Primers EcoRI                             Primers MseI 

  CTC       CTT   CAT   CTA     CTG  
NED ACC                  
JOE AAG       
FAM ACT                    
JOE AGG             

 
- Indica a combinação de “primers” utilizada 

 

 



  

3.6. Análise dos dados 
  

 Através da análise do bandeamento produzido por cada “primer” utilizado 

nas análises de RAPD, foram conferidos o parâmetro ‘1’ para a presença de 

banda e ‘zero’ para a ausência de banda, obtendo assim, uma matriz binária. 

 No caso do fAFLP, após a corrida eletroforética, o gel obtido foi analisado 

pelo programa Genescan 3.1 (PE Biosystems) gerando eletroferogramas dos 

fragmentos com seus respectivos tamanhos, de 100 a 500 pares de base, de 

acordo com o padrão interno (ROX 500), utilizado na corrida das amostras.   

 Em seguida, com programa Genotyper 2.5 (PE Biosytems) utilizou-se os 

eletroferogramas nos quais continham os dados dos fragmentos polimórficos 

marcados com presença (1) e ausência (0) de bandas, também resultando em 

uma matriz binária. 

 As matrizes obtidas (RAPD e fAFLP), foram analisadas utilizando o 

programa Phylip 3.2 (Felsenstein, 1989) para gerar o dendrograma. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 



  

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 4.1. Extração de DNA  
 

Através da quantificação por meio de espectrofotometria (Tabela 3), 

verificou-se que os métodos de extração resultaram em concentrações de DNA 

consideráveis. Com exceção da metodologia descrita por Shillito e Saul (1988), 

que sequer possibilitou a leitura, as concentrações de DNA (ng/µL) das outras 

metodologias testadas variaram entre 34,1 (Saghai-Maroof et al., 1984), para cv. 

Niágara rosada) e 2.611 (DNAzol, para cv. Christmans rose). 

A metodologia do DNAzol apresentou as maiores concentrações de DNA. 

Entretanto, a relação 260/280 foi muito baixa (variando de 1,15 a 1,30), havendo 

inclusive, algumas amostras que foram de impossível leitura (IAC 313, IAC 766 e 

IAC 572). O ideal é que essa relação seja superior a 1,7 (Sambrook et al. 1989), o 

que significa que essa metodologia não foi adequada para videira. Em outras 

frutíferas, como o abacaxizeiro, essa metodologia foi bastante eficiente, sendo 

possível a obtenção de DNA de excelente qualidade. É, sem dúvida, a 

metodologia mais rápida de ser executada, além de apresentar outras vantagens 

como a ausência de compostos tão voláteis e tóxicos, presentes nas outras, como 

o 2-β-mercaptoetanol. 

 Quanto à metodologia de Saghai-Maroof et al. (1984), a concentração de 

DNA obtida variou de 34,1 (cv. Niagara Rosada) a 276,8 (cv. Vênus), e a relação 

260/280 variou de 1,22 a 1,56. Essa é uma metodologia bastante utilizada para 

extração de DNA de citros (Vilarinhos, et al.2000), porém, no caso da videira, não 

foi possível a obtenção de DNA de qualidade, apesar da concentração 

razoavelmente significativa para algumas cultivares. 

 
 
 
 
 
 

 



  

TABELA 3. Concentração de DNA extraído de folhas de Vitis vinifera em ng/µL de tecido fresco 
obtida pelos métodos de Lin e Kuo (1998); Saghai-Marrof et al. (1984) - SM; This et al. 
(1997); Doyle e Doyle (1991) - DD e Lodhi et al. (1994). FCAV - UNESP, Jaboticabal - 
SP, 2002. 

Cultivar Lodhi SM DD DNAzol This 
 ng/µL 260/280 ng/µL 260/280 ng/µL 260/280 ng/µL 260/280 ng/µL 260/280 

Itália 756,6 1,71 162,1 1,30 181,3 1,86 1286,9 1,18 178,9 1,22 

Catalunia 512,6 1,78 92,9 1,29 77,4 1,28 2104,2 1,21 192,0 1,30 

Brasil 578,3 1,73 86,5 1,26 175,5 1,24 1397,6 1,30 202,5 1,39 

Patrícia 243,9 1,47 105,4 1,29 211,6 1,57 1780,3 1,25 201,7 1,28 

Christmas 
Rose 

195,9 1,60 108,3 1,35 169,3 1,52 2611,1 1,22 171,4 1,35 

Niágara 
rosada 

1.307 1,64 34,1 1,22 141,3 1,68 1330,7 1,23 102,9 1,22 

Isabel 611,4 1,61 73,8 1,31 949,3 1,84 1904,9 1,20 178,9 1,22 

Alphonse 
Lavalle 

481,0 1,67 126,3 1,31 99,2 1,54 1778,5 1,20 172,6 1,25 

Benitaka 165,2 1,45 169,6 1,33 110,1 1,46 878,8 1,20 155,9 1,18 

Superior  247,1 1,73 109,8 1,28 115,2 1,72 1465,5 1,27 87,0 1,26 

Perlette 605,5 1,52 100,8 1,25 393,7 1,70 1841,4 1,23 111,8 1,19 

Thompson 517,9 1,82 113,6 1,34 337,4 1,55 1206,4 1,27 179,2 1,30 

Centenial 330,6 1,45 87,4 1,24 80,4 1,21 1614,7 1,15 82,0 1,11 

Vênus 311,9 1,49 276,8 1,56 98,8 1,40 1328,6 1,26 114,7 1,18 

Marroo  372,8 1,59 102,5 1,28 173,6 1,43 1137,9 1,28 89,1 1,32 

Beauty  252,6 1,70 157,5 1,24 410,9 1,70 1142,9 1,21 71,0 1,23 

IAC 313 514,0 1,81 146,8 1,28 78,1 1,40 s/l s/l 119,2 1,24 

IAC 766 327,0 1,48 157,2 1,27 246,5 1,50 s/l s/l 125,5 1,28 

IAC 572 752,0 1,77 118,9 1,23 163,9 1,58 s/l s/l 102,5 1,27 

* 260/280 – relação DNA/proteína 
* s/l – sem leitura 
  

 

 Em alguns trabalhos realizados com videira, a extração de This et al. (1997) 

é citada como “padrão” (Lahogue et al.,1998; This et al.,2000). Neste estudo, as 

concentrações de DNA variaram de 71,0 (cv. Beauty seedless) a 202,5 ng/µL (cv. 

Brasil) e uma relação variando de 1,11 a 1,39. 

 



  

 Sem dúvidas, utilizando as cultivares e os “primers” testados neste trabalho, 

e tendo como base a quantificação do DNA, as melhores metodologias para 

extração de DNA da videira foram as descritas por Doyle e Doyle (1991) e Lodhi et 

al. (1994). 

 A extração pelo método de Doyle e Doyle foi bastante significativa, obtendo-

se concentrações de DNA variando de 77,4 (cv. Catalunia) a 949,3 (cv. Isabel) e 

uma relação 260/280 variando de 1,21 a 1,86. Essa metodologia está sendo 

bastante utilizada em frutíferas, como maracujazeiro (Aukar et al., 2001), cajueiro 

e mamoeiro (no prelo – experimentos em andamento no LBPM). 

 A metodologia de Lodhi et al. (1994) é na verdade, uma modificação de 

Doyle e Doyle (1991). Nela foram acrescentados o NaCl, objetivando a remoção 

de  polissacarídeos, e o PVP, para eliminação dos polifenóis, problemas 

específicos encontrados na extração de DNA de videira. Essa metodologia 

também foi utilizada com sucesso na extração de DNA em maçã (Mallus 

domestica), pêra (Prunus persica), ameixa (Prunus domestica) e framboesa 

(Rubus idaeus). Neste estudo, essa metodologia resultou em amostras, onde se 

obteve tanto altas concentrações de DNA - que variaram de 165,2 (cv. Benitaka) a 

1.307 ng/µL (cv. Niágara rosada) – quanto uma relação 260/280 satisfatória (de 

1,45 a 1,82).  

 Para confirmação desses resultados, foi realizada uma quantificação em gel 

de agarose 0,8%, utilizando 10 µL de cada amostra, para a visualização do DNA 

íntegro; o que só foi possível quando se utilizou as amostras resultantes da 

extração de Lodhi et al. (1994). 

Para padronização, elegeu-se a cv. Itália e seis “primers” aleatórios de 10 

pares de bases da marca ‘Operon’ (B12, B13, C12, D6, E10 e J5), e um “primer” 

da University of British Columbia (UBC 301) (Quadro 3) para realização de PCR, 

utilizando os diferentes DNAs obtidos nas diferentes metodologias (Figura 1). 
 
 
 
 
 

 



  

Quadro 3. Relação dos “primers” utilizados para padronização da metodologia a ser seguida 
durante o experimento para identificação de marcas moleculares associadas à 
ausência de sementes em videira, com suas respectivas seqüências. 

 
“Primer” Seqüência 5’ – 3’  
Operon  

B12 CCT TGA CGC A 
B13 TTC CCC CGC T 
C12 TGT CAT CCC C 
D6 ACC TGA ACG G 
E10 CAC CAG GTG A 
J5 CTC CAT GGG G 

The University of British Columbia - UBC  
301 CGG TGG CGA A 

 

Após os resultados da quantificação e dos testes de padronização de 

metodologia para RAPD e fAFLP, realizou-se também, alguns testes com todas as 

cultivares, com diferentes “primers” (Figura 2). Verificou-se que, apesar da 

metodologia de Lodhi et al. (1994) ser a melhor para RAPD, no caso do fAFLP, a 

metodologia de Doyle e Doyle (1991) apresentou melhores resultados, pois foi 

impossível conseguir a realização de digestão e pré-seletiva (primeiros passos do 

fAFLP) quando utilizou-se as amostras de Lodhi et al. (1994) (Figura 3). Este fato 

provavelmente é resultado do uso de PVP na extração de Lodhi et al. (1994), já 

que a técnica de fAFLP é mais exigente na integridade do DNA do que o RAPD. 
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Figura 
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1. Padrões de bandeamento de fragmentos de DNA amplificados por RAPD da cv. Itália, 
utilizando-se o “primer” OP J5: (CN) controle negativo, (P) padrão de peso molecular de 
1Kb, (1) Shillito e Saul, 1988; (2) This et al.1997; (3) Doyle e Doyle, 1991; (4) Lodhi et 
al.1994; (5) Saghai-Maroof  et al. 1984; (6) Lin e Kuo, 1998. 
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Figura 2 – Padrões de bandeamento de fragmentos de DNA amplificados por RAP 

 

 

a 2. Padrões de bandeamento de fragmentos de DNA amplificados por RAPD, utilizando o 
“primer” UBC 301 para as amostras resultantes da extração de Lodhi et al. 1994: (P) 
padrão de peso molecular de 1Kb; canaletas com as diferentes cultivares de uva 
(Thompson Seedless, Patrícia, Beauty Seedless, Brasil, Perlette, Benitaka, Superior 
Seedless, Christmans Rose, Catalunia, Alphonse Lavalle, Niagara Rosada, Vênus, 
Marroo Seedless, Centennial Seedless, Isabel, Itália, IAC 766, IAC 572 e IAC 313); (CN) 
controle negativo. 
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a 3. Géis da Pré-seletiva (fAFLP) utilizand
Doyle (1991) - B. As setas indicam 
completa do DNA.. 
 

 

 
o as extrações de Lodhi et al. (1994) – A, e  Doyle e 
a observação do “smear”, decorrentes da digestão 



  

Com base nos resultados obtidos, optou-se por utilizar a metodologia 

descrita por Lodhi et al. (1994), para análises RAPD, e, para fAFLP, a metodologia 

descrita por Doyle e Doyle (1991). 
 
4.2. RAPD 
 

 Sabendo-se que RAPD é muito sensível às condições da reação PCR 

(Narváez et al., 2000), foram realizados testes utilizando diferentes concentrações 

de DNA, MgCl2 e “primer”, assim como diferentes programas de termociclagem. 

Somente depois da obtenção de melhores padrões de amplificação, foi 

determinada a concentração ideal de cada componente da PCR e o melhor 

programa, que foi seguido durante todo o trabalho.  

 É importante destacar a realização desses testes de otimização das 

reações, para evitar que diferenças nos padrões de bandeamento ocorram devido 

à problemas de PCR, e não por refletirem diferenças genéticas. 

O emprego da técnica RAPD demonstrou uma grande diferença genética 

entre as cultivares estudadas. Dentre os 167 “primers” utilizados, apenas 30 

proporcionaram eficiência na amplificação de todas as amostras (Quadro 4), 

gerando um total de 462 bandas, sendo que 377 delas foram polimórficas (81,6%), 

onde apenas as mais intensas foram analisadas.  

Alguns “primers” não proporcionaram amplificação para nenhuma amostra 

(Operon: B4, B8, B13, B14, C7, D7, D15 e G5; UBC: 306, 308, 315 e 311), 

indicando não haver uma região de homologia destes com os DNAs das amostras 

(cultivares), contradizendo alguns autores (Striem et al., 1996) que, utilizando 

esses mesmos “primers” obtiveram sucesso em seus resultados. Os “primers” do 

Kit ‘A’ da Operon possibilitaram a amplificação de algumas amostras, mas nunca 

de todas. A maioria dos trabalhos encontrados (Moreno et al., 1995; Striem et al., 

1996), citam esse kit. Isto se deve ao fato de que as cultivares analisadas são 

diferentes e, portanto, não necessariamente deveriam comportar-se da mesma 

forma geneticamente.  

 



  

Quadro 4. Relação dos “primers” selecionados, com suas respectivas seqüências e número de 
fragmentos polimórficos (NFP) gerados. 

 
“Primer” Seqüência 5’ – 3’ NPF 
Operon   

B7 GGT GAC GCA G 9 
B12 CCT TGA CGC A 19 
D11 AGC GCC ATT G 19 

The University of British Columbia - UBC   
301 CGG TGG CGA A 11 
302 CGG CCC ACG T 21 
303 GCG GGA ACC C 13 
304 AGT CCT CGC C 20 
309 ACA TCC TGC G 20 
310 GAG CCA GAA G  16 
311 GGT AAC CGT A 3 
312 ACG GCG TCA C 9 
313 ACG GCA GTG G 13 
317 CTA GGG GCT G 24 
318 CGG AGA GCG A 18 
319 GTG GCC GCG C 13 
324 ACA GGG AAC G 15 
331 GCC TAG TCA C 20 
333 GAA TGC GAC G 16 
335 TGG ACC ACC C 16 
336 GCC ACG GAG A 19 
338 CTG TGG CGG T 18 
341 CTG GGG CCG T 18 
342 GAG ATC CCT C 7 
344 TGT TAG GCA C 16 
383 GAG GCG CTG C 16 
441 CTG CGT TCT T 18 
442 CTA CTC GGT T 14 
482 CTA TAG GCC G 11 
485 AGA ATA GGG C 16 
490 AGT CGA CCT T 14 

TOTAL DE BANDAS   462 
TOTAL DE BANDAS POLIMÓRFICAS  377 

 

Os marcadores moleculares têm particularidade para cada variedade, 

cultivar e/ou espécie, representando uma ferramenta adicional de grande 

importância para solucionar problemas específicos de cada cultura, no caso, da 

possibilidade de verificação precoce (em viveiro) do caráter apirenia em videira. 

 De um modo geral, os porta-enxertos foram os que mais se destacaram, 

não tendo sido encontrado problemas de amplificação dos mesmos na maioria dos 

“primers” testados, tendo também, diferenciado-se dos outros grupos (com e sem 

 



  

sementes) (Figura 4). Ao utilizar o “primer” OP – B11 (GTA GAC CCG T), obteve-

se uma possível banda característica para uvas sem sementes nas cultivares 

Brasil e Beauty Seedless (Figura 5), entretanto, não foi possível sua repetibilidade 

nos demais cultivares em questão. 
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Figura 4. Padrões de bandeamento de todas as cultivares utilizando o “primer” OP – B12, com 

detalhe (setas) para as bandas presentes nas canaletas 17, 18 e 19 (porta-enxertos). 
(P): Padrão de peso molecular de 1Kb; (CN): controle negativo.  (n) uvas sem 
sementes; (n) uvas com sementes; (n) porta-enxertos. 

 
 

                                                              A     B 

igura 5. Padrão de bandeamento utilizando o “primer”  OP – B11 nas cultivares Brasil - A (com 

 

mpregando-se o “primer” UBC 443, observou-se uma banda bastante 

intens

 
F

sementes) e Beauty Seedless - B (sem sementes). As setas indicam o polimorfismo. 

 

E

a, presente apenas nas cultivares sem sementes, o que também pode 

representar uma característica específica de videiras apirenas (Figura 6). O 

“primer” UBC 336 também, só amplificou para as cultivares sem sementes (Figura 

7). De forma contrária, utilizando o “primer” UBC 340 a amplificação só foi possível 

 



  

nas cultivares com sementes, porém, sem maiores resoluções de bandas 

características para o caráter presença de sementes. 
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as bandas presentes nas cultivares sem sementes (canaletas 1, 3, 5, 7, 9, 12, 13 e 

O resultado obtido na utilização do “primer” UBC 443 responde claramente 

 ob

s, utilizando 

 m

igura 6. Padrões de bandeamento utilizando o “primer” UBC – 443, com destaque (setas) para 

14). (P) Padrão de peso molecular de 1Kb; (CN) controle negativo. (n) uvas sem 
sementes; (n) uvas com sementes; (n) porta-enxertos. 

jetivo deste trabalho, uma vez que a resolução do gel permitiu uma 

rificação concreta das bandas específicas encontradas nas cultivares sem 

mentes. Alguns “primers” proporcionaram grande quantidade de bandas 

nomórficas, exemplo representado na Figura 8, as quais estão presentes em 

as as amostras. Isso pode ocorrer com freqüência porque mesmo sendo 

ltivares diferentes, pertencem ao mesmo gênero (Jesovsek, 1995). 

A partir deste resultado, pode-se pensar em futuras pesquisa

aior número de cultivares apirenos, sendo também interessante utilizar 

ltivares encontradas tanto no Brasil como oriundas de outros países, para 

rificar a existência da diversidade e obtenção de marcadores SCAR (Regiões 

plificadas de seqüência características), técnica desenvolvida por Paran e 



  

Michelmore (1993), que correspondem à fragmentos de DNA genômico localizado 

em um loco geneticamente definido e que são identificados por amplificação via 

PCR utilizando um par de oligonucleotídeos específicos (Travensolo, 2000). 

     
          

canaletas 1, 3, 5, 7, 9, 12, 13 e 14 (cultivares sem sementes). (P) Padrão de peso 

 

 

 
 
       

 
 

Figura 7. Padrões de bandeamento utilizando o “primer” UBC – 336. Amplificação somente nas 
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molecular de 1Kb; (CN) controle negativo. (n) uvas sem sementes; (n) uvas com 
sementes; (n) porta-enxertos. 
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Figur
   
  P    1      2     3      4      5     6      7    8      9    10   11   12   13   14   15   16    17   18   19   CN
  P     CN    1      2       3      4       5      6      7       8      9     10   11     12    13    14    15   16   17    18     19
(canaletas 17, 18 e 19). (P) Padrão de peso molecular de 1Kb; (CN) controle negativo. (n) 
a 8. Padrões de bandeamento de todas as cultivares utilizando o “primer” UBC – 482 

uvas sem sementes; (n) uvas com sementes; (n) porta-enxertos. Setas indicam banda 
monomórfica. 



  

 Para a realização da análise de similaridade, apenas os “primers” que 

amplificaram todas as amostras foram utilizados (por exemplo, figuras 9, 10, 11, 

12 e 13), construindo-se assim, um dendrograma (Figura 14), que representa 

graficamente e permite estimar as relações genéticas entre as cultivares. 
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Figura 9.
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Figura 10

 
 

P    1     2      3    4     5     6     7     8      9    10    11  12   13   14    15  16   17   18   19   CN
 Padrões de bandeamento de todas as cultivares utilizando o “primer” OP – B7. (P): 
Padrão de peso molecular de 1Kb; (CN): controle negativo.  (n) uvas sem sementes; 
(n) uvas com sementes; (n) porta-enxertos. Seta indica exemplo de banda 
polimórfica. 
P    1      2     3      4      5     6     7     8      9    10    11   12   13   14   15   16   17   18   19   CN
.  Padrões de bandeamento de todas as cultivares utilizando o “primer” UBC – 310. (P): 
Padrão de peso molecular de 1Kb; (CN): controle negativo.  (n) uvas sem sementes; 
(n) uvas com sementes; (n) porta-enxertos. Setas indicam exemplos de bandas 
polimórficas. 
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igura 11. Padrões de bandeamento de todas as cultivares utilizando o “primer” UBC – 335. (P): 
Padrão de peso molecular de 1Kb; (CN): controle negativo.  (n) uvas sem sementes; 
(n) uvas com sementes; (n) porta-enxertos. Setas indicam exemplos de bandas 
polimórficas. 
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P     CN 1    2     3     4     5     6    7    8     9   10   11  12   13   14   15   16 17  18  19  
drões de bandeamento de todas as cultivares utilizando o “primer” UBC – 302. (P): Padrão 
 peso molecular de 1Kb; (CN): controle negativo.  (n) uvas sem sementes; (n) uvas com 

entes; (n) porta-enxertos. Setas indicam exemplos de bandas polimórficas. 



  

 
 

 

Figura 13. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3054 
2036 
1635 
1018 
  
506 
 396 
 344 
 298 
 

  P    1     2     3     4     5    6     7    8     9    10   11  12   13   14  15   16   17   18   19  CN  
Padrões de bandeamento de todas as cultivares utilizando o “primer” UBC – 309. (P): 
Padrão de peso molecular de 1Kb; (CN): controle negativo.  (n) uvas sem sementes; 
(n) uvas com sementes; (n) porta-enxertos. Setas indicam bandas polimórficas. 



    

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14.  Dendrograma construído pelo programa Phylip versão 3.2, que relaciona todas as 

cultivares de Vitis sp. analisadas com os 30 “primers” selecionados para identificação 

de marcas moleculares associadas à ausência de sementes em videira.  

 

 

 

 



  

 Ao analisar o dendrograma, percebe-se que não foi possível a separação 

de grupos distintos, exclusivos para uvas com sementes e sem sementes. Na 

realidade, obteve-se sete grupos, sendo que três deles são constituídos de uvas 

com sementes, um, de uvas sem sementes e um específico com os porta-enxertos 

utilizados. A cv. Patrícia agregou-se ao grupo de uvas sem sementes, formado 

pelas cultivares Perlette, Thompson Seedless e Beauty Seedless; e a cv. 

Benitaka, que é uma mutação somática da cv. Itália agregou-se às cultivares 

Superior Seedless e Catalunia, ambas sem sementes (indicadas por setas na 

figura 14). 

 Estes resultados fornecem muitos subsídios para estudos futuros, 

principalmente pela utilização das principais cultivares de uva de mesa e dos 

principais porta-enxertos no Brasil, já que a maioria dos trabalhos encontrados 

com marcadores moleculares em videira, utilizaram outras cultivares, 

predominando as uvas destinadas à vinicultura, que também é uma atividade 

econômica de grande importância mundial. 

 A natureza molecular dos fragmentos amplificados utilizando-se “primers” 

arbitrários não está completamente elucidada e não se sabe ao certo se cada 

fragmento no gel pode ser considerado um caráter independente. De fato, tem 

sido demonstrado que muitos fragmentos RAPDs segregam como herança 

mendeliana, indicando um único locus por fragmento (Reiter et al., 1992; Tinker et 

al., 1993). Entretanto, há uma alta probabilidade de estes fragmentos amplificados 

conterem seqüências repetidas (Devos e Gale, 1992; Paran e Michelmore, 1993) 

que podem distorcer esta chave taxonômica. A análise de um grande número de 

fragmentos, pelo uso de vários “primers”, contribui para diminuir este problema. 

 Ainda, devido a problemas de repetibilidade e dificuldade em acessar a 

homologia entre as bandas, a técnica RAPD tem sido criticada no uso das 

relações filogenéticas entre espécies. Entretanto, desde que se obtenha géis de 

alto nível de definição e se realize uma atribuição meticulosa entre presença e 

ausência de bandas, não há inconvenientes, exceto na dificuldade de análise do 

bandeamento, mas que, com dedicação, pode ser realizada com êxito. 

 



  

4.3. fAFLP 
 

 A qualidade do DNA nas diferentes reações em série que ocorrem no 

fAFLP foi apropriada, observando-se um padrão geral de bandas amplificadas 

entre as cultivares. 

 Este é um aspecto bastante relevante, uma vez que várias etapas devem 

ser rigorosamente cumpridas (digestão, ligação e amplificação), que poderiam 

apresentar-se afetadas pela presença de compostos fenólicos característicos da 

videira. 

 Apenas em uma amostra (cv. Patrícia), não foi possível amplificação em 

nenhuma das combinações de “primers” testadas, sendo, portanto, excluída das 

análises posteriores. 

 Dos 10 “primers” testados preliminarmente, apenas seis foram utilizados 

para análise (NED - ACC/CAT; NED - ACC/CTA; NED - ACT/CTT; FAM -

ACT/CTG; FAM - ACT/CTC e FAM - ACT/CTT). Com os “primers” JOE – 

AAG/CTC e JOE – AGG/CTT os perfis apresentaram-se bastante confusos, e os 

“primers” NED – ACC/CAT e FAM – ACT/CTA foram descartados porque para 

duas amostras (cv. Patrícia e cv. Brasil) apresentaram uma baixa amplificação, 

podendo prejudicar análises futuras. Sendo assim, preferiu-se eliminá-los. 

 A utilização das combinações de “primers” EcoRI e MseI selecionados 

gerraram 386 bandas polimórficas, um número superior ao encontrado por Sensi 

et al. (1996), que utilizando 8 “primers”, obtiveram 164 bandas, e também superior 

ao resultado de Narváez et al. (2000), que com 4 “primers”, obtiveram 86 bandas 

polimórficas. 

 A partir dos seis “primers” fAFLP selecionados, foram gerados 10 

dendrogramas, sendo um correspondendo a todos os “primers” (Figura 15), outro 

correspondendo aos três “primers” FAM (Figura 16) e os demais, correspondentes 

à cada “primer” isoladamente e de combinações entre eles. 

 Ao analisar o dendrograma gerado pela análise dos seis “primers” (Figura 

16), verifica-se a existência de seis grupos, sendo que apenas em dois deles 

 



  

 

 

 

 

encontram-se cultivares com tipos específicos (um, constando de três cultivares 

sem sementes, e um outro, com os três porta-enxertos), nos demais, observa-se 

uma grande mistura em relação aos tipos (com e sem sementes). 

 

 

 

 

 
Fig

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ura 15. Dendrograma construído pelo programa Phylip versão 3.2, que relaciona todas as 
cultivares de Vitis sp. analisadas com os seis “primers” selecionados para identificação 
de marcas associadas à ausência de sementes em videira. 



  

 

 

 

 

 Assim sendo, optou-se por analisar “primers” separados e em combinações, 

e verIficou-se que utilizando apenas os três “primers” FAM para a construção do 

dendrograma (Figura 16), obteve-se o melhor resultado, onde foi possível a 

distinção de sete grupos (três de uvas com sementes, três de uvas sem sementes 

e um grupo com os três porta-enxertos), o que nos dá a real possibilidade de um 

grande avanço na identificação de marcas específicas para apirenia e cultivares 

de videira.  

 

 

 
 
Figura 16. Dendrograma construído pelo programa Phylip versão 3.2, que relaciona todas as 

cultivares de videira analisadas utilizando os “primers”  FAM – ACT-CTT;  FAM – ACT-
ATT  e FAM-ACT-CTG. 



  

Esta representação gráfica permite estimar as relações genéticas entre as 

cultivares, e verifica-se que a cv. Vênus (sem semente) agrupou-se às cultivares 

com sementes (Niágara rosada e Isabel). Isso pode ser explicado porque apesar 

de ser uma cultivar apirena, pertence ao grupo das uvas americanas, que é o 

mesmo grupo da  ‘Niágara rosada’  e ‘Isabel’. 

Também foi possível verificar a proximidade genética entre as cultivares 

Brasil, Benitaka e Isabel, uma vez que a ‘Brasil’ é uma mutação da ‘Benitaka’, que 

por sua vez, é uma mutação da ‘Itália’, todas pertencentes ao grupo de uvas 

européias (espécie Vitis vinifera). 

 Além disso, obteve-se grupos específicos para os três porta-enxertos e para 

uvas sem sementes, sendo sem dúvida, a melhor combinação de “primers” 

testada, por ter permitido a visualização da similaridade genética entre as 

cultivares e agrupamento por tipos (com sementes, sem sementes e porta-

enxertos). 

 Com os resultados obtidos, confirma-se a grande vantagem da técnica 

fAFLP citada por Martinez-Zapater et al. (2000), que é a possibilidade de obtenção 

do polimorfismo desejado a partir de uma única combinação de “primers”.  

 Um exemplo de um dos géis fAFLP onde correram todas as amostras e 

foram separadas as bandas usadas na construção das tabelas binárias e 

dendrogramas pode ser visualizado na Figura 17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 
Figura 17. Exemplo de um gel fAFLP (Uva 1: “primers” JOE – AAG/CTC; NED – ACC/CAT; FAM – 

ACT/CTG) onde foram corridas todas as amostras de videira para identificação de 
marcas moleculares associadas à ausência de sementes.  

 
 

4.4. RAPD X fAFLP 
 

Na tentativa de resolver problemas de caracterização do gênero Vitis, mais 

especificamente em cultivares sem sementes, os marcadores RAPD e fAFLP 

manifestam-se como presença ou ausência de uma determinada banda de DNA, a 

partir da possibilidade de união de um “primer” ao DNA genômico da videira.  



  

Pela análise específica dos dendrogramas obtidos de cada técnica, verifica-se 

que pela técnica fAFLP as cultivares foram melhor agrupadas, ou seja, foi possível a 

formação de grupos característicos para uvas com sementes, sem sementes e para 

os porta-enxertos, mostrando a robusticidade do  fAFLP  quando comparada com o 

RAPD. 

De acordo com Vos et al. (1995), o AFLP tem muitas vantagens sobre o RAPD: 

i) um maior número de loci pode ser analisado por experimento; são obtidas por 

análise, um número de marcas informativas, aproximadamente 10 vezes maior; ii) os 

marcadores AFLP são a princípio dominantes; porém, usando equipamento e 

“software” apropriados para analisar os géis podem ser codominantes, sendo possível 

identificar um alelo quer ele seja dominante ou recessivo em genótipos homozigotos 

ou heterozigotos, gerando mais informações do que os marcadores dominantes como 

RAPD; e iii) o AFLP gera padrões de bandeamento altamente reprodutíveis, devido a 

um pareamento altamente específico dos “primers” aos nucleotídeos adaptadores 

complementares. Por outro lado, a tecnologia RAPD, pode apresentar uma falta de 

reprodutibilidade, que é causada por um pareamento desigual dos “primers” 

aleatórios. Os AFLPs parecem ser tão reprodutíveis quanto os RFLPs, mas são 

tecnicamente mais exigentes e requerem mais DNA (500ng por reação) do que os 

RAPDs. Devido à sua grande cobertura genômica (em média eles geram 100 bandas 

por gel comparado com 20 dos RAPDs), os AFLPs são particularmente bons para 

mapeamento genômico e “fingerprinting”, e podem ser usados para calcular distâncias 

genéticas entre genótipos. A identidade e distribuição das bandas de AFLP no 

genoma está claramente relatado para os “primers” selecionados que estão sendo 

usados, mas dados recentes indicam, por exemplo, que bandas de AFLP podem 

agrupar-se em torno dos centrômeros nos mapas genéticos. 

Apesar disso, a técnica RAPD também possibilitou resultados satisfatórios no 

presente estudo, uma vez que foi possível a verificação de marcas moleculares 

específicas para as cultivares sem sementes, apesar de que, ao gerar o 

dendrograma, não foram obtidos agrupamentos específicos para cada tipo de videira 

em questão. 

 

 



  

5. IMPLICAÇÕES 
 
 Utilizando-se a técnica RAPD obteve-se uma marca molecular bastante 

expressiva com o “primer” UBC 443, presente em todas as cultivares sem 

sementes e ausente nas demais. Conseqüentemente será possível o 

desenvolvimento de marcadores SCAR a partir dessas marcas RAPD 

encontradas, possibilitando a criação de um "kit" de identificação rápida e precoce 

de apirenia em videira. 

 Além disso, foi possível identificar marcadores específicos para várias 

cultivares, independentemente da presença ou ausência de sementes, visto que 

devido a diversas mutações existentes no gênero, pode ocorrer dificuldade na 

definição da “identidade” de cultivares.  

Se as diferenças encontradas geneticamente estão ou não relacionadas 

com diferenças morfológicas identificadas nas cultivares em outros estudos, este 

trabalho representa um material de grande importância, a começar pela 

caracterização dos fragmentos polimórficos amplificados em gel. 

 Os dados obtidos por fAFLP também apresentam-se como uma importante 

ferramenta para estudos futuros, principalmente para construção de mapa 

genético de ligação de alta densidade, havendo entretanto, a necessidade de 

serem testados uma maior quantidade de combinações de "primers", podendo ser 

iniciado com os já selecionados neste trabalho. Os mapas genéticos de ligação 

facilitam a localização e identificação de genes de interesse para melhoramento 

assistido por marcadores, e posterior clonagem desses genes.  

O desenvolvimento de mapas genéticos é considerado uma das aplicações 

de maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares na análise genética e 

melhoramento de plantas, possibilitando a cobertura e análise completa de 

genomas; a decomposição de característica genéticas complexas nos seus 

componentes Mendelianos; a localização das regiões que controlam caracteres de 

importância; a quantificação do efeito destas regiões na característica estudada e 

 



  

a canalização de toda esta informação para uso em programas de melhoramento 

(Ferreira e Grattapaglia, 1995). 

 
6. CONCLUSÕES 
 
 O melhor método de extração de DNA genômico em videira, para análise 

RAPD foi o descrito por Lodhi et al. (1994), e, para análise por fAFLP, o método de 

Doyle e Doyle (1991), com algumas adaptações. 

 Foi possível identificar uma marca molecular específica para as cultivares 

de videira sem sementes, pela técnica RAPD, utilizando o “primer” UBC 443 (TGA 

TTG CTC G). 

Com o fAFLP obteve-se um melhor agrupamento das cultivares estudadas 

do que com o RAPD, tendo sido gerados grupos distintos: com sementes, sem 

sementes e porta-enxertos. 
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