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Resumo

A viticultura da Regido Autébnoma da Madeira desempenha um papel fundamental na
preservacao do patrimonio genético da videira, Vitis vinifera L., associada a produgao do Vinho
Madeira, um produto de Denominagdo de Origem Protegida. A identificacdo precisa das castas
tradicionais ¢ essencial para garantir a autenticidade do material vegetal, assegurando a conformidade
com as normas de certificagdo e evitando erros de classificagdo. No entanto, a distingdo varietal
baseada exclusivamente em caracteristicas morfologicas apresenta limitagdes, tornando

imprescindivel a aplicacao de metodologias moleculares.

Neste estudo, foram utilizados 9 loci SSRs (VVS2, VVMDS5, VVMD7, VVMDZ25, VVMDZ27,
VVMD2S, VVMD32, ViZAG62 e ViZAG79) para a caracterizagdo genética de 11 castas tradicionais
cultivadas na Regido Autéonoma da Madeira conforme recomendado pela base de dados do Vitis
International Variety Catalogue, permitindo a obtengdo de perfis genéticos especificos para cada
variedade. Estes dados viabilizaram a distingdo varietal com elevada precisdo, a determinagdo de
relacdes filogenéticas entre as castas, a sua comparacdo com a base de dados do VIVC e integracao
de dados no GrinGlobal.

Adicionalmente, a técnica SSR-High Resolution Melting foi explorada como método
complementar para a autenticagdo varietal. Embora a diferenciacdo dos perfis de melting tenha
permitido discriminar algumas castas como o Caracol, Malvasia Candida e Verdelho, para os /oci
VVMDS5 e VVMDZ27, a insuficiente diferenciag¢do nos perfis de fusdo e a limitacao do locus VrZAG79
comprometeram a distingdo completa entre as variedades analisadas.

Este estudo reforga a relevancia da caracterizagdo molecular na viticultura da Regido
Autonoma da Madeira, evidenciando a aplicagdo de técnicas moleculares como uma abordagem
inovadora para a identificagdo e futura rastreabilidade do material vegetal. Esta metodologia oferece
uma ferramenta eficaz para viveiristas, produtores e entidades reguladoras, fortalecendo o controle
da autenticidade das plantas utilizadas na producao de Vinho Madeira e assegurando a conformidade

com os padrdes de certificagao.

Palavras-chave: Vitis vinifera L., Marcadores moleculares, SSRs, SSR-HRM, DOP, Vinho Madeira.
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Abstract

The viticulture of the Autonomous Region of Madeira plays a fundamental role in preserving
the genetic heritage of the grapevine (Vitis vinifera L.), being closely associated with the production
of Madeira Wine, a product with Protected Designation of Origin (DOP). The precise identification
of traditional grape varieties is essential to ensuring the authenticity of plant material, guaranteeing
compliance with certification standards, and preventing classification errors. However, varietal
distinction based solely on morphological characteristics presents limitations, making the application
of molecular methodologies indispensable.

In this study, nine SSR loci (VVS2, VVMDS5, VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD2S8,
VVMD32, ViZAG62, and VrZAG79) were used for the genetic characterization of 11 traditional grape
varieties cultivated in the Autonomous Region of Madeira, following the recommendations of the
Vitis International Variety Catalogue (VIVC) database. This approach enabled the generation of
specific genetic profiles for each variety, allowing for high-precision varietal differentiation, the
determination of phylogenetic relationships among varieties, comparisons with the VIVC database,
and data integration into GrinGlobal.

Additionally, the Microsatellite-High Resolution Melting technique was explored as a
complementary method for varietal authentication. While the differentiation of melting profiles
allowed for the discrimination of certain varieties, such as Caracol, Malvasia Candida, and Verdelho
at loci VVMDS5 and VVMD?27, the insufficient resolution of fusion profiles and the limitations of /ocus
VrZAG79 compromised the complete differentiation of all analyzed varieties.

This study reinforces the relevance of molecular characterization in the viticulture of the
Autonomous Region of Madeira, highlighting the application of molecular techniques as an
innovative approach for varietal identification and future traceability of plant material. This
methodology provides an effective tool for nurseries, producers, and regulatory entities, strengthening
the control of plant authenticity in Madeira Wine production and ensuring compliance with

certification standards.

Keywords: Vitis vinifera L., Molecular markers, SSRs, SSR-HRM, DOP, Madeira wine.
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1. Introducio

Em todo o mundo, estima-se que existam cerca de 10.000 castas de Vitis vinifera L. [1]. Em
Portugal, sdo reconhecidas cerca de 340 castas de vinha, mas apenas algumas sao de interesse para a
producao de vinho [2]. Quando se trata de vinhos com Denominagdo de Origem Protegida (DOP), o
nimero de castas de vinha com interesse ¢ ainda mais restrito [3, 4, 5], embora amplamente
reconhecidas pela Unido Europeia, como ¢ o caso do Vinho Madeira (VM), cuja produgdo ¢
rigorosamente regulamentada para garantir a autenticidade e a tipicidade do produto, ostentando o
prestigiado estatuto de DOP «Madeira» [3].

A atividade vitivinicola na Madeira teve inicio no século XV, em paralelo com o processo de
colonizagdo da regido, consolidando-se como a principal atividade econémica local no século XVII.
Em 1913, a Madeira oficializou a sua regulamenta¢do ao conquistar o estatuto de Regido Demarcada
da Madeira (RDM), sendo uma das mais antigas regides demarcadas de Portugal [6].

No final da década de 1950, em resposta a propagacao de agentes patogénicos como o filoxera e
o mildio, que dizimaram grande parte de V. vinifera [7], a selecao clonal surgiu como uma ferramenta
para o melhoramento de muitas destas castas de vinha [1], no entanto, esta ferramenta resultou numa
erosao genética. Se por um lado, esta baixa diversidade genética se refletiu numa baixa adaptabilidade
a diferentes fatores abidticos [8], por outro lado, pode facilitar a identificacio de marcadores
moleculares que permitam distinguir as diferentes castas [9].

A diferenciagdo de castas por métodos classicos como, a ampelografia e a ampelometria, baseiam-
se no reconhecimento de caracteristicas morfologicas de folhas, ramos jovens e frutos, pelo que
implicam um vasto conhecimento e experiéncia na sua aplicacdo [10]. Surge assim a necessidade de
complementar estes métodos classicos com técnicas baseadas em marcadores moleculares, provando
o seu valor na distin¢ao das castas de videira e que sejam passiveis de serem implementados de uma
forma precisa e de facil interpretagao.

De entre os tipos de marcadores moleculares estudados neste ambito, os microssatélites SSR
(Simple Sequence Repeats) t€ém provado ser os mais informativos, uma vez que produzem perfis
distintos em eletroforese capilar e permitem assim a correta identificagdo de castas, sendo
independentes dos fatores externos [11, 12]. Para além disso, os SSRs sdo loci-especificos, pelo que
permitem a inferéncia de relagdes filogenéticas entre castas [13]. Embora os SSRs sejam amplamente
reconhecidos pela sua eficacia na identificagao de castas, a utilidade na distingao de clones ¢ limitada,

devido a minima variabilidade genética que os separa [7], sendo que, a analise de SSRs exige técnicas



laboratoriais complexas, como extracdo, purificacdo e amplificagdo de DNA, seguidas de métodos de
eletroforese, o que aumenta o tempo e os custos envolvidos [14].

De forma a agilizar a genotipagem, a técnica High Resolution Melting (HRM) tem sido utilizado
com sucesso na genotipagem de variantes bialélicas Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) e na
identificagdo de outras variagdes genéticas em varios organismos [15, 16, 17, 18]. E um método de
alta resolucdo que permite detetar pequenas diferencas entre sequéncias de DNA, por diferengas da
temperatura de fusdo de cada variante genética, produzindo uma curva de fusdo caracteristica e
distinta para cada amostra. Além disso, permite a analise simultanea de varias amostras de uma forma
sensivel, reprodutivel e célere [16].

Os marcadores SSR conjugados com a andlise de HRM foram usados com sucesso na
identificacdo de castas de uvas de mesa em vinhos brancos fermentados € mostos [19], mostrando
assim a sua utilidade no rastreio e detegdo de adulteracdes, destacando-se como protocolo para
garantir a qualidade e a autenticidade. Recentemente, Barrias et al. [15], utilizou SSR-Multiplex PCR
e genotipagem SNP-HRM, para identificar 19 castas antigas portuguesas. Os resultados evidenciaram
a robustez do SNP-HRM em relagao ao SSR-Multiplex PCR, com a identificagdo molecular bem-
sucedida, ao compararem com material de referéncia e identificando possiveis novas castas.

As técnicas moleculares vieram assim agilizar o processo de verificagdo da autenticidade das
castas de V. vinifera, dificultada pela existéncia de uma grande variedade de sindbnimos, homonimos
e erros de identificagdo. Na Regido Autonoma da Madeira (RAM), a autenticidade e preservacao das
castas regionais ligadas a producdo e comercializagdo do Vinho Madeira sdao fundamentais para
garantir a qualidade e a identidade deste produto, contribuindo para o seu prestigio mundial. Segundo
Rodrigues [20], os perfis de SSR-Multiplex PCR foram aplicados para caracterizar castas de vinha da
RAM. Contudo, o método SSR-HRM nao foi até a data aplicado para o estudo de vinhas da RAM,
permanecendo assim por explorar o potencial da sua aplicagdo no contexto da caracterizagdo e

identificacdo das castas regionais.

1.1 Familia Vitaceae

As Vitaceae pertence ao Reino Plantae, Filo Magniophyta, Classe Magnoliopsida e Ordem
Vitales. De acordo com evidéncias cientificas, acredita-se que a sua origem remonta ao final do
periodo Cretaceo, ha aproximadamente 90 milhdes de anos, com uma subsequente diversificacao no
inicio do Terciario [21]. A evolugdo desta familia tem sido objeto de estudo complexo e continuo na
area cientifica, encontrando-se atualmente descritos 17 géneros e aproximadamente 950 espécies [21,

22].



O género Vitis abrange cerca de 60 espécies e divide-se em dois subgéneros distintos: Muscadinia
e Euvitis [23]. Esta classificagdo baseia-se nas diferengas anatdmicas e morfoldgicas presentes nas
espécies de cada grupo. O subgénero Muscadinia agrupa plantas com 40 cromossomas (2n = 40),
enquanto o subgénero Euvitis reine plantas com 38 cromossomas (2n = 38). Neste ultimo, encontram-
se duas espécies de grande importancia economica para a agricultura: Vitis labrusca L. e Vitis vinifera
L., valorizadas tanto para a produ¢do de vinhos, como para o consumo in natura dos frutos [24, 25].
A maioria das espécies do género Vitis tem origem na América do Norte e na Asia, enquanto ¥,
vinifera é indigena da Europa e da Asia Central, sendo responsavel por mais de 90% da produgio
global de vinhos [26]. No género Vitis, a Vitis vinifera é a espécie mais importante ¢ mais utilizada,
sendo responsavel pela producgdo de vinho, que a torna de grande relevancia na viticultura global [24,
25].

A espécie V. vinifera divide-se em duas subespécies: V. vinifera sylvestris e V. vinifera sativa. A
subespécie sylvestris, corresponde a forma selvagem, ocorre em diversos paises, incluindo Alemanha,
Italia, Portugal e Franga. Os registos fosseis mais antigos de videiras foram encontrados em Reims,
Franga, datado do periodo Eocénico, cerca de 54-55 milhdes de anos, enquanto em Portugal, fosseis
estimados em cerca de 53 milhdes de anos foram descobertos em Silveirinha, Coimbra [27]. A
subespécie sativa representa a forma domesticada de populacdes da subespécie sylvestris, € que
ocorre nas regidoes mais quentes do norte da bacia Mediterranea e proximas aos mares Negro e Caspio
[28]. Estudos baseados em DNA, realizados em videiras em Portugal, especialmente em regides
ribeirinhas, revelaram a presenca de populagdes selvagens de V. vinifera sylvestris, que contradizem
a hipotese de que a cultura da vinha teve inicio exclusivamente na regido do Caucaso, evidenciando
um foco de diversidade na Peninsula Ibérica [2, 29]. Além disso, foram observadas diferencas
significativas entre as videiras ibéricas e as origindrias do Céaucaso, refor¢gando a importancia desta

regido para a variabilidade genética da espécie [2, 30, 31].

1.2 Diversidade genética

Apesar da possivel origem e evolucdo independentes, presume-se que a diversidade genética da
videira sofreu uma drastica reducdo, tanto na sua forma cultivada quanto na forma selvagem, em
grande parte devido a propagacdo de agentes patogénicos no final do século XIX [26]. Entre os
principais responsaveis por esta crise estdo o afidio Daktulosphaira vitifoliae (filoxera) e o oomiceto
Plasmopara viticola (mildio), que devastaram e destruiram inumeras vinhas na Europa [32]. Em
resposta, foram introduzidas espécies americanas do género Vitis que ndo V. vinifera, que sdo mais

resistentes a estas doencas, e que foram utilizadas como porta-enxertos e na criagdo de hibridos



interespecificos, permitindo a recuperacdo da viticultura europeia [26]. Este processo foi
impulsionado pelo crescimento da industria vinicola no final do século XX, com predominancia de
algumas castas francesas amplamente adaptadas ao mercado internacional, levando ao abandono
progressivo das castas tradicionais e a uma significativa reducao da diversidade de castas [32]. No
entanto, a conservacao dos recursos genéticos das castas tradicionais tem sido, nas ultimas décadas,
alvo de esfor¢os em diversas regides viticolas, com iniciativas voltadas para a identificacao,
localizagdo, caracterizagdo e preservacao das castas regionais [33, 34].

O aumento da diversidade de castas de V. vinifera e a expansao da viticultura para novas regioes
[26, 35] foi possivel devido a diversos fatores, como a plantacdo por semente, os cruzamentos
espontaneos ou controlados, a domesticacdo de videiras selvagens e os programas de melhoramento
vegetal. Globalmente, estima-se a existéncia de 10.000 castas de V. vinifera cultivadas numa area
aproximada de 7,3 milhdes de hectares [1, 36]. Na Europa, o cultivo ocupa aproximadamente 3,3
milhdes de hectares, enquanto em Portugal a vinha abrange cerca de 192 mil hectares, sendo uma das
principais culturas agricolas do pais [37]. A cultura da videira ocupa uma posigao central na produgio
fruticola global, com uma colheita anual que ultrapassa 60 milhdes de toneladas de uvas [24, 26]. A
Europa concentra a maior parte desta producdo, representando cerca de metade do total global (50%),
enquanto a Asia (23%) e a América (20%) seguem como os principais concorrentes. A maior parte da
colheita de uvas (aproximadamente 70%) ¢ destinada a vinificagdo, enquanto 22% sdo utilizadas para
consumo fresco e 8% para producao de passas [38].

Em Portugal, o setor vitivinicola desempenha um papel de grande relevancia econdmica e social,
posicionando o pais entre os dez maiores produtores mundiais e os cinco maiores da Europa [39]. O
pais abriga uma Colecdo Ampelografica Nacional (CAN - https://www.iniav.pt/can), composta por
450 castas de V. vinifera maioritariamente tipicas de Portugal [31], e possui cerca de 340 castas de
videira reconhecidas, das quais 313 estdo oficialmente autorizadas para a produc¢do de vinho [2]. Esta
cole¢do desempenha um papel crucial na preservacao das castas tradicionais portuguesas em material

vegetal vivo, permitindo a realizagdo de estudos ampelograficos e moleculares [5].

1.3 A Vitivinicultura na RAM: Reconhecimento e Identidade Vinicola

Na Regido Auténoma da Madeira (RAM), presentemente, a vitivinicultura apresenta uma area
viticola de aproximadamente 500 hectares [40]. O interesse na vinha remonta ao periodo da
colonizagdo do arquipélago no século XV, consolidando-se como a principal atividade econémica da
regido no século XVII [6]. Em 1913, a RAM obteve o estatuto oficial de Regido Demarcada da

Madeira (RDM), abrangendo as ilhas da Madeira e Porto Santo, regido caracterizada pela qualidade



e tipicidade dos vinhos, resultado da conjugacdo de uma série de fatores naturais ¢ humanos [37]. Na
RDM, as condi¢des agro-edafoclimaticas unicas, como a origem vulcanica do solo, o clima insular
atlantico, a selegdo criteriosa de castas nobres e as praticas agronomicas ajustadas a orografia da ilha,
combinadas com métodos tradicionais de vinificagdo, resultam em vinhos com caracteristicas
organoléticas singulares. Este reconhecimento fez da RDM uma das primeiras Regides Demarcadas
de Portugal, amplamente conhecida pela produgdo do renomado Vinho Madeira (VM) [41].

Atualmente, o VM possui o estatuto de Denominagao de Origem Protegida (DOP) «Madeiray,
reconhecido pela Unido Europeia, com a sua produgdo rigorosamente regulamentada para assegurar
a qualidade, autenticidade e tipicidade do produto [3]. Além do Vinho Madeira, a RDM ampliou seu
portfolio para incluir vinhos de mesa com a Denominagdo de Origem (DO) «Madeirense» e vinhos
com Indicagdo Geografica (IG) «Terras Madeirenses» [3, 4, 5]. Estes produtos também estdo
submetidos a legislag¢do especifica, que regula todas as etapas do processo produtivo, desde a selecao
e plantacdo das videiras até a comercializagdo sob tutela do Instituto do Vinho, do Bordado e do
Artesanato da Madeira (IVBAM) [3, 5]. Estas regulamentagdes tém como principal objetivo ndo
apenas assegurar a qualidade dos vinhos produzidos na RDM, mas também preservar e valorizar as
caracteristicas unicas ¢ tradicionais do territorio madeirense, consolidando sua identidade vinicola. O
VM ¢ um vinho licoroso de renome internacional, produzido maioritariamente a partir das castas
Tinta Negra, Sercial, Verdelho, Boal, Malvasia Candida, Malvasia de Sao Jorge e Terrantez [3, 5].
Estas castas sdo reconhecidas pela sua produtividade e qualidade, destacando-se especialmente por
sua elevada acidez, um atributo que contribui significativamente para a longevidade caracteristica do
VM [41].

De uma forma genérica, a DO refere-se a um vinho produzido exclusivamente em uma Regido
Demarcada, utilizando castas pertencentes a espécie V. vinifera. Esta espécie € caracterizada por
apresentar ampla variabilidade morfologica e genética, o que pode dificultar a identificagdo precisa
das castas, gerando ambiguidade na sua distin¢do [39]. Por isso, a sua identificag@o e caracteriza¢ao
corretas sdo essenciais para viticultores e produtores, uma vez que a qualidade e a quantidade da
producao estao diretamente relacionadas a casta cultivada. Além disso, a identificagdo precisa das
castas auxilia na preserva¢do do seu valor comercial e previne o uso indevido de nomes prestigiados

em produtos adulterados, contribuindo para a integridade do setor vitivinicola da regido [39].

1.4 Identificacao varietal

Durante o desenvolvimento da videira, a interagcdo entre o genotipo e o ambiente determina a

expressdo fenotipica, sendo este processo influenciado por fatores como o clima, a presenca de



agentes patogénicos, as propriedades do solo e o estado nutricional das plantas (terroir) [42]. Além
disso, a identificacdo de plantas jovens, com até quatro ou cinco anos, ¢ desafiadora, pois estas ainda
nao exibem as caracteristicas morfoldgicas tipicas de exemplares adultos [10, 43].

Tradicionalmente, a identificacdo varietal tem sido realizada por meio da ampelografia e da
ampelometria, disciplinas que utilizam a descri¢do detalhada das caracteristicas morfologicas das
plantas em diferentes estagios de desenvolvimento [44]. Em Portugal, os primeiros estudos
ampelograficos caracterizavam-se por uma abordagem bastante empirica, sobretudo no que diz
respeito aos aspetos culturais e de vinificagdo das variedades. Na década de 1940, um trabalho
pioneiro detalhava os principais tragos distintivos de cada casta, incluindo medi¢des angulares
realizadas nas folhas adultas, representando um avango significativo para a época, descrevendo 44
castas brancas e 48 castas tintas [45, 46]. Em 1983, a Organisation Internationale de la Vigne et du
Vin (OIV) apresentou o Code des caracteres descriptifs des variétés et especes de Vitis, um
documento criado para unificar os critérios de descrigdo morfologica das videiras entre os paises
viticolas. Ja em Portugal, em 1980, foi iniciado o Projeto Nacional de Ampelografia e Sinonimia das
Variedades de Videira, que resultou na descricao de 271 castas, tornando os métodos ampelograficos
e ampelométricos ferramentas essenciais para uma identificacdo e classificagdo mais precisa das
variedades de videira [45, 46].

No entanto, estes métodos requerem um elevado nivel de conhecimento técnico e experiéncia,
além de estarem sujeitos a influéncia de fatores ambientais, o que pode comprometer a sua precisao
e reprodutibilidade [10]. Existe, assim, a necessidade de complementar estes métodos classicos com
técnicas baseadas em marcadores moleculares, que provem o seu valor na distingao das castas de V.

vinifera, € que sejam passiveis de serem implementados de uma forma precisa e de fécil interpretagao.

1.5 Marcadores moleculares

Um marcador molecular baseado em DNA corresponde a um locus gendémico com variagdo
bioldgica, que pode ser utilizado como referéncia para estudos de identificagdo, filogenéticos
mapeamento genético ou associacao a caracteristicas. O seu estudo ¢ frequentemente realizado pela
amplificacdo por PCR, com primers especificos, seguida de corrida de fragmentos ou sequenciagao
da regido de interesse. Entre as suas principais vantagens estd a ampla aplicabilidade, abrangendo
qualquer regido do genoma, seja em introes, exdes ou regides reguladoras, o que possibilita a
identificacdo de uma grande variedade de polimorfismos no DNA entre diferentes individuos,

incluindo inser¢des, delecdes, translocagdes, duplicagdes e mutagdes pontuais [47].



As regides polimorficas do genoma de Vitis podem ser usadas como marcadores moleculares,
tornando-se ferramentas indispensaveis para estudos genéticos [9, 48, 30]. Certos marcadores
possibilitam a criagdo de um perfil genético tinico, devido ao elevado nivel de polimorfismo entre
castas [49], sendo amplamente utilizados em estudos, pelo que encontram aplicagdo em diversas
areas, como a identificagdo de castas, a analise de relagdes filogenéticas, a prote¢do de cultivares, o
mapeamento genomico, a distingdo de clones e a resolucao de casos de sinonimias e homonimias [50,
51].

Os marcadores moleculares apresentam vantagens significativas em relacdo aos marcadores
morfoldgicos, pois oferecem um nimero praticamente ilimitado de polimorfismos, distribuidos
aleatoriamente ao longo do genoma, permitindo uma identificagdo precisa dos gendtipos mesmo em
fases iniciais de desenvolvimento da planta [52], sendo fundamental para a industria vitivinicola,
especialmente na implementacdo e gestdo de vinhas monovarietais, garantindo a autenticidade
varietal e a uniformidade das plantagdes [53].

No estudo da diversidade genética de Vitis vinifera, existem cinco tipos de marcadores
moleculares mais utilizados como, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), sendo os
primeiros a serem aplicados na identificagdo de DNA especifico em variedades e porta-enxertos,
baseando-se na digestdo do DNA genémico com enzimas de restrigao [45, 54, 55], RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), uma variagdo da técnica de PCR que utiliza um unico primer de dez
nucledtidos com sequéncia arbitraria, permitindo a amplificagdao de multiplos fragmentos de DNA
em diferentes regides do genoma, de forma ndo direcionada, AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) recomendada para a caracterizacao da videira por permitir a analise de multiplos loci
simultaneamente e gerar padroes de amplificacdo estaveis e reprodutiveis [56] e SSR (Simple
Sequence Repeats) que sdo sequéncias de nucledtidos constituidas pela repeticdo em tandem de um
padrdo de nucleétidos [57]. Estas abordagens, fornecem ferramentas robustas para caracterizar e
quantificar a diversidade genética, permitindo discrimina¢des precisas € complementares entre

diferentes castas de videira [9].

1.5.1 Marcadores SSR em videira

De entre os marcadores moleculares estudados pela comunidade cientifica, os SSRs provaram ser
os mais informativos, uma vez que, para muitas das castas, produzem perfis genéticos distintos em
eletroforese capilar e permitem assim um elevado poder discriminatdrio e a correta identificagcdo das

castas, sendo independentes dos fatores externos [11, 12, 30, 55, 58].



Estes marcadores consistem em regides ndo codificantes do DNA, formadas por motivos
repetitivos de 1 a 6 nucleotidos organizados em bloco. A presenca destas repeti¢des no genoma de
plantas que foi inicialmente demonstrada por Delseny et al. [59], e, posteriormente, Sefc et al. [48],
evidenciou a sua ubiquidade na maioria dos organismos, destacando o seu papel como uma
importante fonte de variagdo genética. A maioria dos microssatélites estudados sdo dinucledtidos,
sendo as repeticdes “AC” predominantes em organismos animais ¢ as “AT” mais frequentes em
plantas. O polimorfismo nos /oci de microssatélites resulta principalmente de variagdes no nimero
de unidades repetitivas, atribuidas a erros no mecanismo de replicacdo do DNA, como, por exemplo,
o deslizamento da DNA polimerase [60, 61, 62]. Além de sua aplicacdo na genotipagem, estes
marcadores apresentam ampla utilidade em diversas areas, incluindo a andlise de pedigree [58], o
mapeamento genético e fisico [63], a identificacdo de Quantitative Trait Loci (QTLs) [64] e a
distingdo entre variedades sindnimas e homonimas [65].

Conhecidos pelo seu elevado grau de polimorfismo, os SSRs destacam-se como marcadores
genéticos robustos e versateis, e a sua identificacdo e caracterizagao tém sido realizadas em diversas
espécies de plantas frutiferas, incluindo V. vinifera [66]. Os investigadores australianos Thomas e
Scott, foram pioneiros na aplicacdo destes marcadores a identificacdo de diferentes castas de videira
[55], tendo sido demonstrados como altamente abundantes e polimorficos, e por tal capazes de
caracterizar e identificar diferentes variedades de V. vinifera, uma vez que produzem perfis genéticos
distintos, independentes dos fatores externos [11, 12]. Os primeiros estudos identificaram 6 espécies
de Vitis e 26 castas de V. vinifera, demonstrando através de andlises filogenéticas que os
microssatélites sio codominantes e comportam-se de acordo com a heranga mendeliana, tornando-os
adequados para mapeamento genético [55]. Estudos posteriores expandiram a analise para mais de
80 genodtipos, que impulsionaram pesquisas adicionais, e levaram ao desenvolvimento de
metodologias baseadas em PCR, com primers especificos para o género Vitis [50, 58, 67, 68].

Inicialmente, um conjunto de 6 SSRs foi incluido na lista de descritores para castas e espécies de
Vitis estabelecida pela Organisation Internationale de la Vigne et du Vin (OIV), para determinar a
identidade de uma casta e identificar material vegetal de origem desconhecida, ao comparar o
gendtipo obtido com gendtipos de referéncia Sauvignon e Chardonnay [48]. Em Portugal, diversos
estudos evidenciaram a eficicia dos SSRs na identifica¢do de castas portuguesas [31, 40, 67, 69]. Um
dos estudos mais relevantes realizou a genotipagem de 313 castas oficialmente autorizadas para a
producao de vinho no pais, utilizando seis SSRs amplificados por PCR e sujeitos a eletroforese capilar
[5]. Este trabalho permitiu identificar 244 gendtipos distintos, bem como sinénimos em 40 castas,
demonstrando que os /oci analisados sdo muito informativos. De entre os sindnimos encontram-se

algumas das castas da RAM, como Terrantez, Molar, Esgana-Cao, Boal e Malvasia, correspondendo
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as castas Folgasao, Tinta Negra, Sercial, Malvasia Fina e Malvasia de Sao Jorge respetivamente [3,
5].

Com o objetivo de padronizar a informagdo genética, documentar os recursos genéticos da
videira, facilitar o intercambio de material e informacao entre viveiristas, pesquisadores e viticultores,
em 1996, foi criada a base de dados Vitis International Variety Catalogue (VIVC), em colaboracao
do Institute for Grapevine Breeding Geilweilerhof (ZR), com a OIV e a Bioversity International
(antigo International Plant Genetic Resources Institute - IPGRI). O VIVC incorporou trés novos loci
aos seis ja utilizados, elevando para nove SSRs, o que aumentou significativamente a capacidade
discriminatéria destes marcadores. Esta base de dados tornou-se uma ferramenta essencial para
confirmar e definir sinébnimos, permitindo a identificacdo de gendtipos idénticos registados sob
diferentes denominagdes, sendo a maior base de dados de SSR disponivel publicamente e atualizada
periodicamente, promovendo uma gestao eficiente dos recursos genéticos da videira [70].

A abordagem molecular assume também particular relevancia em colecdes de germoplasma,
onde a identificacdo de duplicados ¢ fundamental para maximizar a preserva¢ao da variabilidade
genética e reduzir o nimero de castas redundantes. Na Cole¢ao Ampelografica Nacional de Portugal
foram identificados varios casos de sinonimos, como Boal da Madeira/Malvasia Fina/Boal Cachudo
e Verdelho da Madeira/Verdelho dos Agores/Verdelho Roxo, que compartilham perfis idénticos de
SSRs [67]. Embora os SSRs sejam amplamente reconhecidos por sua eficiéncia na identificagdo de
castas, a sua capacidade para distinguir clones ¢ limitada, devido a reduzida variagdo genética entre
estes [32].

Os perfis de SSRs obtidos por Multiplex PCR e corrida de fragmentos foram utilizados para
caracterizar castas de vinha da RAM em colegdes sob a responsabilidade do INIAV (Instituto
Nacional de Investigacdo Agréria e Veterindria, [.P.), em Torres Vedras, Portugal Continental, obtendo
perfis idénticos aos previamente registados na base de dados do VIVC, mas também contribuindo
para a ampliagao do perfil genético das variedades Caracol e Malvasia de Sao Jorge, ao adicionar os

alelos identificados nos loci SSRs VVMD?25, VVMD28 e VVMD32 [20].

1.6 High Resolution Melting (HRM)

Embora os SSRs sejam amplamente utilizados no estudo de diversas espécies vegetais, a sua
analise pode ser tecnicamente exigente. Os métodos tradicionais frequentemente requerem técnicas
de extragdo, purificagdo e amplificagdo de DNA, que podem necessitar de muitos esfor¢os de

otimizagdo, seguidas do uso de eletroforese em géis de poliacrilamida, ou eletroforese capilar em



sequenciador automatico de produtos de PCR marcados com fluorescéncia, que resultam num
acréscimo de tempo e custo de analise [14].

De forma a agilizar a genotipagem, a técnica do High Resolution Melting (HRM) tem sido
utilizada com sucesso na analise de variagdes na sequéncia de DNA em diversos organismos,
incluindo plantas. Este método destaca-se sobretudo na identificacdo de variantes bialélicas, como
polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs), identificando perfis distintos que refletem diferentes
mutacgdes pontuais, bem como na analise de loci de microssatélites (SSRs), identificando diferengas
no namero de repeti¢des [15, 16, 17, 18]. E um método sensivel e reprodutivel, desenvolvido como
uma extensdo avangada das curvas de fusdo de fragmentos de DNA, previamente amplificados por
PCR. Durante o PCR, sdo utilizados corantes fluorescentes que se intercalam no DNA de dupla
cadeia, gerando um sinal fluorescente méximo no final da reagcdo de amplificacdo [71]. Na etapa de
HRM, a temperatura ¢ gradualmente aumentada, sendo que os produtos de PCR em dupla cadeia
desnaturam progressivamente e ocorre uma redugdo na fluorescéncia, que ¢ registada como uma
curva de fusdo. As curvas de fusdo produzidas pelo HRM sao especificas para cada produto de PCR
e influenciadas por fatores como a sequéncia de DNA, o seu conteudo em “GC” e o seu comprimento
[71, 72]. A otimizagao e comparagao destas curvas permitem, de uma forma rapida e de baixo custo,
identificar diferencas ou semelhangas entre os produtos de PCR, evidenciando a precisdo da técnica
[73]. O HRM pode apresentar-se assim como uma alternativa viavel para a analise de microssatélites,
especialmente em laboratorios que ndo dispdem de sequenciadores capazes de realizar corrida de
fragmentos por eletroforese capilar [74]. Embora a andlise por HRM nido seja tradicionalmente
considerada um método baseado em padrdes de bandas, esta pode ser incluida nessa categoria de
forma conceitual, pois utiliza a amplificagdo por PCR e pode permitir a dete¢do de variantes de
sequéncia, incluindo diferencas de tamanho, com base em padrdes de melting, sem a necessidade de
sequenciamento ou hibridizagdo [75].

O estudo de SSRs por HRM tem se provado util na identificagdo de variedades de plantas
altamente heterozigoticas, como a videira, ao se comparar a curva de fusdo de uma casta suspeita com
uma amostra de referéncia [74]. Possui também aplicagdo no rastreio varietal de cultivares e detecao
de adulteragdes em produtos processados com DOP, como por exemplo doce de cereja [14] e azeite
[16] e, mais recentemente, demonstrando a sua eficacia na identificagdo de castas de uvas de mesa
em vinhos brancos fermentados e mostos [76]. O estudo de Awad et al. [77] expandiu ainda mais as
aplicacdes da técnica, utilizando SSR/SNP, caracterizando a variagdo genética de caracteristicas
fenologicas em 192 castas de vinha, que resultou em curvas de fusdo inicas para um nimero elevado
de amostras. Em Portugal, um estudo recente de SNP-HRM em vinha foi comparado com os perfis

dos 9 SSRs recomendados pelo VIVC, obtidos por PCR e eletroforese capilar, tendo demonstrado a
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maior robustez do SNP-HRM, para identificagio molecular em relagdo a material de referéncia, e
revelado potenciais novas castas [15].

Como referido acima, determinadas castas de vinha da RAM, originarias de cultivos em Portugal
Continental sob a responsabilidade do INIAV, foram caracterizadas para os 9 loci SSRs através da
analise de fragmentos, permitindo a obtencao de perfis genéticos especificos [20], contudo, o método
SSR-HRM ainda nao foi aplicado ao estudo das vinhas da RAM. Isso deixa inexplorado o potencial
desta metodologia, no contexto da caracterizacao e identificacdo das castas regionais de V. vinifera,

um desafio intensificado pela presenca de sindnimos, homdnimos e erros de identificagao.
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2. Objetivos

O presente estudo tem como objetivo principal a caracterizacao genética de 11 castas tradicionais
de Vitis vinifera, cultivadas na RAM e utilizadas na produgdo de Vinho Madeira com designacao
DOP, utilizando 9 marcadores moleculares SSRs. Os resultados permitirdo aferir se as diferentes
castas possuem perfis genéticos distintos, que possam ser aplicados na sua identifica¢do, assim como
permitirdo estabelecer relagdes filogenéticas entre as castas analisadas, compara-las com o banco de
dados internacional VIVC e integrar a informagao obtida na genotipagem no sistema de informacao
e documentagdo do banco de germoplasma (BG ISOPIexis) do Centro ISOPIlexis, cuja base de dados

¢ disponibilizada, através da plataforma GrinGlobal (https:/www.grin-global.org/). O projeto

AGROSUS também beneficiard da informagao gerada, pois permitird a confirmacdo da variedade
utilizada nos ensaios deste projeto do programa Horizonte Europa.

Objetiva-se também desenvolver e otimizar um protocolo SSR-HRM (Microsatellite-High
Resolution Melting), que permita validar a autenticidade de V. vinifera de forma rapida, sensivel e
reprodutivel, otimizando tempo e recursos.

Prevé-se que, num futuro breve, os resultados do presente estudo permitam colaborar com o setor
viveirista, promovendo a rastreabilidade do material vegetal e contribuindo para um maior
conhecimento das origens das castas, evitando o uso de plantas fora das normas legais e preservando

o patrimonio genético vitivinicola da RAM.
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3. Metodologia experimental

O plano de investigacdo a que este estudo se reporta englobou duas abordagens. Numa primeira
abordagem, procedeu-se a amostragem, a extracdo de DNA, e a genotipagem dos 9 SSRs
recomendados pelo VIVC, por PCR e corrida de fragmentos em sequenciador automatico, para a
caraterizacdo genética de 11 castas de V. vinifera da RAM, o estabelecimento de relagdes filogenéticas
entre estas e a sua comparagao com os perfis genéticos depositados no VIVC.

Numa segunda abordagem, pretendeu-se desenhar e otimizar um protocolo SSR-HRM, no
sentido de verificar se esta metodologia permite a verificagdo da autenticidade de V. vinifera,

economizando tempo e esfor¢o relativamente a primeira abordagem.

3.1 Amostragem

Visando assegurar uma amostra homogénea e representativa das castas presentes nas areas
selecionadas, foram selecionadas 11 castas de V. vinifera L., representativas das castas tradicionais
cultivadas na RAM com interesse no VM, nomeadamente Verdelho, Sercial, Terrantez, Boal
(Malvasia fina), Malvasia Fina Roxa, Malvasia Candida, Malvasia Candida Roxa, Malvasia de Sao
Jorge, Tinta Negra, Tinta Negra de Folha Branca e Caracol. A amostragem compreende onze areas de

vinha, estando algumas areas representadas por mais do que uma amostra. (Figura 1).

Figura 1 — Localizagdo das 11 areas de recolha, distribuidas pelo Arquipélago da Madeira.

A recolha foi realizada ap6s a vindima, em estrita conformidade, com a autorizagdo e a

colaboracao dos produtores das mencionadas areas, onde colheram-se 10 folhas jovens de 3 plantas
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de cada casta, colocadas em sacos individuais para cada planta, devidamente etiquetadas com o
codigo da amostra, a casta, a data e o local de recolha (Tabela 1). O material foi preservado e
conservado em caixas térmicas, equipadas com cuvetes de gelo e, uma vez no laboratério do

ISOPlexis-UMa, foram armazenadas a -80 °C até serem processadas.

Tabela 1 - Listagem das amostras recolhidas para analise, incluindo a casta, o local de recolha, a area de plantacéo e
codigo de amostra.

Casta Local de recolha Area (m?) Cédigo
Caracol Porto Santo 1906 PS-C
Malvasia Candida Quinta das Vinhas 963 QV-MC
Malvasia Candida Sao Jorge 207 SJ-MC
Malvasia Candida Santa Luzia 89 SL-MC
Malvasia Candida Roxa Quinta das Vinhas 332 QV-MCR
Malvasia de Sao Jorge Santana 89 S-MSJ
Malvasia de Sdo Jorge I Sao Jorge 4658 SJ-MSJ 1
Malvasia de Sdo Jorge 11 Séo Jorge 265 SJ-MSJ 11
Malvasia Fina/Boal Quinta das Vinhas 603 QV-B
Malvasia Fina/Boal Raposeira 112 R-B
Malvasia Fina/Boal Santa Luzia 1206 SL-B
Malvasia Fina Roxa Santa Luzia 700 SL-MFR
Sercial Quinta das Vinhas 945 QV-S
Sercial Sdo Jorge 90 SJ-S
Sercial Séo Vicente 450 SV-S
Sercial Seixal 100 SX-S
Sercial Porto Moniz 998 PM-S
Sercial Estreito Camara de Lobos 853 ECL-S
Sercial 1 Estreito Camara de Lobos 988 ECL-S1
Sercial 11 Estreito Camara de Lobos 974 ECL-SII
Terrantez Quinta das Vinhas 933 QV-T
Terrantez Faja da Ovelha 741 FO-T
Terrantez Sdo Jorge 111 SJ-T
Terrantez Santa Luzia 699 SL-T
Terrantez Estreito Camara de Lobos 916 ECL-T
Tinta Negra Folha Branca Estreito Camara de Lobos 315 ECL-TNFB
Tinta Negra | Estreito Camara de Lobos 2049 ECL-TN I
Tinta Negra 11 Estreito Camara de Lobos 87 ECL-TN II
Tinta Negra | Sao Vicente 1002 SV-TN I
Tinta Negra I1 Sao Vicente 1278 SV-TN II
Verdelho Quinta das Vinhas 414 QV-v
Verdelho Raposeira 824 R-V
Verdelho Sdo Jorge 3022 SJ-v
Verdelho Arco de Sdo Jorge 1711 ASJ-S
Verdelho Sao Vicente 833 SV-v
Verdelho Seixal 177 SX-V
Verdelho Porto Moniz 4298 PM-V
Verdelho Santa Luzia 1365 SL-V
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3.2 Extracdao de DNA

As 10 folhas jovens, coletadas de 3 plantas distintas de cada casta, foram misturadas
uniformemente, visando assegurar uma amostra homogénea e representativa das castas presentes em
cada local de colheita.

O protocolo aplicado para a extragdo de DNA a partir de folhas de videira baseou-se no método
descrito por Lodhi et al. [78], com algumas adaptacdes (Protocolo E, Anexo 7.1.2). Folhas jovens
foram maceradas em azoto liquido, utilizando um almofariz até obter uma quantidade superiora 5 g
de tecido vegetal, que foi transferido para um tubo de polipropileno de 50 mL e armazenado a -80 °C.
Para cada amostra, adicionou-se 5 mL de tampao de extragdo (composi¢ao descrita no Anexo 7.1.1)
a 0,5 g de tecido vegetal congelado, num tubo de polipropileno de 15 mL e agitou-se vigorosamente
utilizando um vortex (Genie 2, Scientific Industries). Colocado em banho-maria (Julabo) incubou-se
a 60 °C durante 25 minutos, agitando ocasionalmente para manter o extrato ressuspendido. Deixou-
se arrefecer os tubos a temperatura ambiente, e adicionou-se 6 mL de cloroférmio (Merck): octanol
(Sigma), na propor¢do de 24:1, invertendo os tubos gentilmente 20 a 25 vezes até se formar uma
emulsdo. Ja na centrifuga (Centrifuge 5430R, Eppendorf), centrifugou-se a 6.000 rpm, durante 15
minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e adicionou-se 6
mL de cloroférmio: octanol, agitando gentilmente 20 a 25 vezes até se formar uma emulsdo e
submetidas a centrifugacdo a 6.000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante
foi transferido para novos tubos e adicionou-se 0,5 volumes de 5M NaCl (Riedel-de Haén). Misturou-
se bem por inversdo durante 30 segundos. Adicionou-se 2 volumes de etanol a 96% frio (-20 °C) e
agitou-se gentilmente. Apods agitagdo, os tubos ficaram em repouso, durante 1 hora a 4 °C.
Posteriormente foram centrifugados a 3.000 rpm durante 3 minutos, aumentando a velocidade para
5.000 rpm por mais 3 minutos, € o sobrenadante descartado. Os tubos foram invertidos sobre papel
por 1 minuto como confirmagdo da elimina¢do do sobrenadante. Adicionou-se 500 pL de etanol 76%
frio (0 a 4 °C) ao precipitado e centrifugou-se por 30 minutos a 7.000 rpm. Descartou-se o etanol e
os tubos foram novamente invertidos sobre papel por 1 minuto como confirmagao da eliminagdo do
sobrenadante. Apos este passo, os tubos foram invertidos e deixados descobertos a 37 °C durante 30
minutos, sem secar o DNA. Ressuspendeu-se o precipitado de DNA em 50 uL de TE (pH 8,0),
deixando a temperatura ambiente por 30 minutos. Por fim, adicionou-se 1 pL de RNase A por 100 pL
de solu¢do de DNA e incubou-se a 37 °C durante 15 minutos. Realizou-se a purificacio com o
Genomic DNA Clean & Concentrator-10 (Zymo Research), posteriormente, procedeu-se a

quantificagdo e analise de pureza das amostras de DNA, por densidade 6tica a 260/280 nm e 260/230
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nm com recurso ao espectrofotdometro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) e por fluorometria

através do Qubit 4 (Invitrogen). Os extratos finais de DNA foram conservados a -20 °C.

3.3 Genotipagem de SSRs (Simple Sequence Repeats)
3.3.1 Sele¢ao dos SSRs

Com base nas recomendagdes da OIV [79] e da base de dados VIVC
(https://vive.de/index.php?r=eva-analysis-mikrosatelliten-vive%2Findex), foram analisadas 9 SSRs

(Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas dos 9 loci de SSRs recomendados pelo VIVC.

Nome do SSR Tamanho Sequéncia nucleotidica Obtentor
VVs2 123 - 161 [GA]19 Thomas and Scott [55]

VVMDS5 222 -268 [CT]3AT[CT]11ATAGI[AT]3 Bowers et al. [58]
VVMD7 231-265 [CT]14,5 Bowers et al. [58]
VVMD25 241-275 [CTIn Bowers et al. [58]
VVMD27 171 -219 [CTIn Bowers et al. [58]
VVMD28 221-279 [CTIn Bowers et al. [58]
VVMD32 239 -273 [CTIn Bowers et al. [58]
ViZAG62 174 - 220 [AG]9 Sefc et al. [30]

VyZAG79 235 -261 [GA]19 Sefc et al. [30]

3.3.2 Otimiza¢ao e amplifica¢ido dos SSRs por PCR

Todos os primers (Alfagene), foram preparados e ressuspendidos em agua ultrapura, a uma
concentragdo de 100 uM (solugdo stock) e a 10 uM (solugdo de trabalho), sendo que os primers
forward, foram encomendados marcados com o fluoréforo FAM (fluorescein amidite - azul), de forma

a serem detetados pelo equipamento de eletroforese capilar (Tabela 3).
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Tabela 3 — Sequéncia de primers analisados.

SSR Primer Forward (5'- 3") Primer Reverse (5'- 3") T annealing

Vvs2 CAGCCCGTAAATGTATCCATC AAATTCAAAATTCTAATTCAACTGG 58,3°C
VVMDS5 CTAGAGCTACGCCAATCCAA TATACCAAAAATCATATTCCTAAA 55,3°C
VVMD7 AGAGTTGCGGAGAACAGGAT CGAACCTTCACACGCTTGAT 63,8 °C
VVMD25 TTCCGTTAAAGCAAAAGAAAAAGG TTGGATTTGAAATTTATTGAGGGG 61,0 °C
VVMD27 GTACCAGATCTGAATACATCCGTAAGT ACGGGTATAGAGCAAACGGTGT 64,9 °C
VVMD28 | AACAATTCAATGAAAAGAGAGAGAGAGA | TCATCAATTTCGTATCTCTATTTGCTG 62,8 °C
VVMD32 TATGATTTTTTAGGGGGGTGAGG GGAAAGATGGGATGACTCGC 63,2°C
WrZAG62 GGTGAAATGGGCACCGAACACACGC CCATGTCTCTCCTCAGCTTCTCAGC 69,1°C
ViZAG79 AGATTGTGGAGGAGGGAACAAACCG TGCCCCCATTTTCAAACTCCCTTCC 69,4 °C

Para garantir a especificidade e a eficiéncia da amplificagdo do DNA, comegou-se por otimizar
a reagdo de PCR (Polymerase Chain Reaction), com os primers sugeridos pelo VIVC (Tabela 3). A
otimizacao evita produtos inespecificos, permitindo a detecao de pequenas quantidades de DNA alvo,
garantindo resultados consistentes e reproduziveis [80]. Uma vez que o kit de PCR a utilizar foi o
Phusion High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific), recorreu-se a calculadora da
temperatura de hibridacao dos primers (Temperatura de annealing) disponibilizada online com o
algoritmo do fabricante, para calculo da temperatura de annealing mais adequada de acordo com a
sequéncia de cada par de primers (https://www.thermofisher.com/pt/en/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-
library/thermo-scientific-web-tools/tm-calculator.html). Com base nesta informacdo, e usando os
volumes de reacdo recomendados pelo fabricante, realizaram-se PCRs de gradiente para cada SSR,
em equipamento Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems), a um limite de +/- 4 °C da temperatura
de annealing sugerida.

Uma vez otimizadas as condi¢des de PCR para cada SSR, e seguindo as condigdes do fabricante,
procedeu-se a amplificacdo das amostras, com a seguinte mistura reagente: volume final de 20 pL
contendo: 10 pL PCR Master Mix; 7 uL de dgua ultrapura; 1 pL de primer forward (marcado com
FAM); 1 pL de primer reverse; 1 ng de DNA extraido (volume final 20 pL). Utilizou-se o seguinte
programa de PCR: desnaturagdo inicial de 30s a 98 °C, seguido de um ciclo de 35 repeticdes de
desnaturagdo a 7s a 98 °C, hibridacao a 20s temperatura de annealing selecionada para cada primer
(Tabela 3), extensdo a 20 segundos a 72 °C, e uma extensdo final de 10 min a 72 °C.

Os produtos de PCR obtidos das amostras para os 9 SSRs foram visualizados com recurso a
eletroforese em gel de agarose LE Standard (Blirt) a 1,5% em sistema de eletroforese Wide Mini-Sub

Cell GT (BIO-RAD), a 95V durante 35 minutos. Como tampao, utilizou-se uma solugao de Tris-
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Acetato-EDTA (TAE 1X — pH 8). Cada poco foi carregado com um volume final de 9 pL., composto
por 4 uL de corante PAGE GelRed (Nucleic Acid Gel Stain — Biotium) e 5 pulL do produto de PCR. O
marcador de peso molecular HyperLadder 50bp (Bioline, Meridian-Bioscience) foi adicionado nas
extremidades do gel em cada corrida. Os resultados foram verificados pela presenca ou auséncia de

bandas no gel e pelo seu tamanho relativo (Anexo 7.1.4).

3.3.3 Analise de fragmentos por eletroforese capilar

Apo6s a amplificacdo dos SSRs por PCR, preparou-se as amostras para a eletroforese capilar em
sequenciador automatico, como servigo externo no laboratorio STAB VIDA. A purificagdo dos
fragmentos amplificados foi realizada utilizando particulas magnéticas Dr Vida MagBeads (STAB
VIDA) previamente a corrida de fragmentos, sendo depois submetidas a eletroforese capilar em
sequenciador automatico ABI 3730 XL (Applied Biosystems), utilizando o padrdo de tamanho
fluorescente GeneScan™ 500 LIZ™ dye Size Standard (Applied Biosystems) para garantir a precisao
na determinagdo dos tamanhos dos fragmentos. Apos receg¢ao dos resultados, a analise bioinformatica
dos perfis de picos de cada amostra e cada marcador foi realizada por meio do software Peak
Scanner™ v1.0 (Applied Biosystems), permitindo a atribuicdo de tamanhos e identificacdo dos

genotipos obtidos.

3.3.4 Sequenciacio de DNA

Tendo-se verificado desvios de 1-2 pb no tamanho dos alelos de alguns SSRs (VVS2, VVMD3,
VVMD25, VVMDZ27 e VVMDZ28), comparativamente ao descrito na literatura e no VIVC, e que podem
dever-se a particularidades técnicas do sequenciador automatico em que foi realizada a corrida de
fragmentos, realizou-se a sequenciagdo de amostras selecionadas, preferencialmente homozigéticas,
em ambos os sentidos forward e reverse, para todos os loci. A sequenciagao foi realizada como servigo
externo no laboratorio STAB VIDA. Para a purificagdo foram utilizadas particulas magnéticas Dr
Vida MagBeads (STAB VIDA), kit de sequenciacao BigDye™ Terminator v3.1 em sequenciador
automatico ABI 3730 XL (Applied Biosystems). Os eletroferogramas obtidos foram analisados com

o software MEGA vi].

3.3.5 Calculo de indices de diversidade genética, por SSR

Para avaliagdao da variabilidade genética e o poder de cada loci na discriminagdo entre os
gendtipos analisados, foi utilizado o célculo do numero médio de alelos por locus (Na), da

heterozigosidade observada (Ho), da heterozigosidade esperada (He), do indice de conteudo
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informativo de polimorfismo (PIC), assim como a frequéncia de alelos nulos (F(Null)) para cada

locus de microssatélites, utilizando o software Cervus v3.0.7 (Field Genetics).

3.3.6 Construcio da arvore filogenética

Utilizando os resultados da genotipagem dos SSRs, para as 38 amostras em estudo, a arvore
filogenética foi construida utilizando o software PAST v4.03. As distancias genéticas foram calculadas
a partir de uma matriz de distancia euclidiana construida com base nos dados SSRs. Para gerar a
filogenia, foi aplicado o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean),
a qualidade do dendrograma foi avaliada por meio do coeficiente de correlagcdo cofenético, obtido
pela correlagdo de Pearson entre a matriz de distancias original e a matriz cofenética. A robustez das

ramificacoes foi avaliada através de 1.000 replicagdes de bootstrap.

3.4 HRM (High Resolution Melting)

Ap6s a andlise dos perfis de SSRs obtidos pela corrida de fragmentos das amostras de V. vinifera,
foi realizada a otimizagdo da técnica de HRM com o objetivo de caracterizar os perfis associados a
alguns /oci SSRs selecionados. Esta abordagem combinou a amplificagdo especifica de cada locus de
interesse, realizada por PCR quantitativa em tempo real (QPCR), com a analise detalhada das curvas

de melting geradas durante o aumento gradual da temperatura.

3.4.1 Selecao dos SSRs e amostras a analisar

A selecao dos marcadores SSRs a analisar por HRM foi realizada com base nos resultados da
analise preliminar, priorizando /oci que demonstraram alto contetido informativo de polimorfismo e
poder na discriminacdo genética, preferencialmente /oci que produziram produtos de amplificagao
robustos para analise por eletroforese capilar, e subsequentemente validados por sequenciacdo. A
analise por HRM foi realizada em um subconjunto representativo das amostras de V. vinifera,
selecionado de acordo com: 1) a robustez na amplificacdo por PCR anteriormente demonstrada, ii) os
diferentes perfis de SSRs, em termos de alelos com diferentes tamanhos e iii) a quantidade de DNA
genoémico disponivel. Todas as andlises foram conduzidas em duplicado, para assegurar a precisao e
a reprodutibilidade dos resultados. Apesar da limitagdo da quantidade de DNA extraido, esta

abordagem permitiu obter dados complementares para a caracterizacao genética das castas avaliadas.
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3.4.2 Otimizacao e amplificacio qPCR
Para garantir o sucesso e a especificidade da amplificagdo do DNA por qPCR, seguiram-se as
especificagcdes do fabricante para otimizacgao da reacao, tendo por referéncia a temperatura de melting,

(http://insilico.ehu.es/tm.php?formula=basic).

Ap6s a otimizagao da técnica de qPCR para os SSRs VVMDS, VVMD27 e ViZAG79, utilizando

uma mesma amostra num gradiente de temperaturas de hibridacao dos primers, procedeu-se entdo a
analise de amostras representativas de Malvasia Candida, Verdelho, Sercial e Caracol, em duplicado,
por qPCR no equipamento LineGene 9600 (BIOER), usando o software do proprio equipamento. Para
cada amostra, a reagdo de qPCR ocorreu num volume final de 20 pL, contendo 4 pL de HOT
FIREPol® EvaGreen® HRM Mix (no ROX) 5x; (Solis BioDyne); 14 pL de 4gua ultrapura; 0,5 puL de
primer forward; 0,5 pL de primer reverse; 1 pL de DNA, superior a 10 ng/uL, com medigdo efetuada
no fluorémetro Qubit 4 (Invitrogen). Utilizou-se o seguinte programa de qPCR: incubagdo de 12 min
para ativacdo da polimerase a 95 °C, seguido de um ciclo de 40 repeti¢cdes de desnaturagdo 15 s a 95
°C, 30 s a temperatura de annealing para cada par de primers (Tabela 3), 30 segundos a 72 °C para a

extensao.

3.4.3 Analise HRM

Ap6s a amplificagdo, os produtos de qPCR foram diretamente submetidos a andlise por HRM. A
variacdo de fluorescéncia em tempo real foi monitorizada utilizando o software de andlise HRM
integrado do sistema. O protocolo experimental seguiu as especificagdes do fabricante, com uma
variacdo controlada de temperatura: uma fase inicial a 95 °C por 15 s, seguida de uma fase de
estabilizagdo a 60 °C por 1 hora, e uma fase final de melting a 95 °C por 15 s, com incrementos de 4
°C/s. Para cada SSR e para cada amostra, os dados de fluorescéncia obtidos durante o processo, que
se baseiam nas temperaturas de melting (Tm) e nos perfis de dissocia¢do, foram processados para
gerar curvas de melting, que refletem as propriedades térmicas e estruturais dos produtos de PCR. As
curvas foram submetidas a normalizacdo e agrupamento utilizando o software do equipamento, e
foram analisadas no sentido de verificar se permitem a distin¢ao das diferentes amostras/castas, com
base em variagdes na sequéncia amplificada para cada SSR.

Foram realizadas multiplas analises comparativas sem a utilizacdo de castas de referéncia,
destacando individualmente cada casta em relagdo as demais em estudo, de modo a avaliar as

variagdes nos perfis de fusdo e a sua capacidade de discriminagdo varietal.

20


http://insilico.ehu.es/tm.php?formula=basic

4. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos neste estudo proporcionam uma andalise abrangente dos perfis genéticos de
Vitis vinifera com base na combinag¢ao de marcadores SSRs e na técnica de HRM. A analise inicial
por corrida de fragmentos permitiu a identificacao de loci polimorficos e a obtengao de perfis alélicos
para cada amostra. Posteriormente, a aplicacdo da técnica de HRM foi otimizada, permitindo a
discriminacdo de variantes alélicas com base em diferencgas nas curvas de melting e temperaturas de
dissociagdo. Nesta sec¢do, sao discutidos os padrdes de polimorfismo identificados, sua relevancia
para a caracterizacdo genética das castas avaliadas, e a eficicia da abordagem HRM na
complementacao dos dados obtidos por SSRs tradicionais. Além disso, os resultados sdo comparados
com estudos prévios, destacando-se as implicagcdes para estudos de diversidade genética,

identificacdo varietal ¢ selecao de castas com base em marcadores moleculares.

4.1 Extracio de DNA

Na primeira abordagem metodoldgica deste estudo, buscou-se caracterizar e comparar amostras
representativas de 11 castas tradicionais de Vitis vinifera na RAM utilizando 9 marcadores
moleculares do tipo SSR, cujos perfis genotipicos foram obtidos por meio de analise de fragmentos.

Apbs a colheita do material bioldgico, prosseguiu-se com a extracao de DNA, utilizando algumas
amostras como teste, ¢ submetidas aos métodos de extragdo de DNA com base nos protocolos
ISOPlexis (Protocolo A), Rodrigues [20] (Protocolo B) e Lodhi et al. [78] (Protocolo C), que
apresentaram baixo rendimento e a presenca de impurezas indicadas pelos racios de absorvancia
(Tabela 4). Embora existam diversos protocolos de extracdo de DNA para V. vinifera descritos na
literatura, a variabilidade do material vegetal e as condigdes especificas de cada laboratdrio dificultam
a sua reprodutibilidade. Esta dificuldade ¢ ainda mais acentuada pela presenga de polissacarideos,
que se associam ao DNA durante o processo de extragdo, formando uma matriz viscosa que
compromete a separagdo eficiente do DNA [81]. Adicionalmente, os polifenois presentes no tecido
vegetal podem oxidar e interagir com o DNA, resultando na degradacdo da sua qualidade e
complicando a etapa de purificagdo, o que frequentemente impede a obtengdo de amostras puras e
isentas de contaminantes [78].

Com o intuito de aprimorar a quantidade e a qualidade/pureza do DNA extraido, foram elaboradas
e testadas diferentes adaptagdes aos protocolos de extracdo, denominados Protocolo D e Protocolo E

(Tabela 4).
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Tabela 4 — Protocolos, concentragdo e qualidade de DNA (racios de absorvancia).

Protocolo de trabalho Conc. (ng/pL) A 260/280 A 260/230
Protocolo A (ISOPIlexis) 49,6 1,28 0,27
Protocolo B (Rodrigues [20]) 54,9 1,70 0,57
Protocolo C (Lodhi et al. [78]) 283,1 1,89 0,74
Protocolo D 439.6 1,99 1,48

Protocolo E (Protocolo D + Kit

purificagdo de DNA) 380,4 1,91 1,79

Todos os resultados obtidos foram expressos em termos de mediana, uma vez que ¢ menos
suscetivel a influéncias de valores extremos e oferece uma representacdo mais robusta do
comportamento central dos dados obtidos. O Protocolo D apresentou o melhor desempenho,
alcangando a maior concentragdo de DNA (439,6 ng/uL) e indices de pureza, com a razao A260/280
de 1,99, indicando contaminagdo minima por proteinas, e a razao A260/230 de 1,48, refletindo uma
reducdo significativa de outros contaminantes (Tabela 4). O Protocolo E, que consistia no Protocolo
D mais purificagdo, manteve a qualidade de DNA, com uma leve redugdo na concentragao (380,4
ng/ul), como esperado, ¢ uma melhoria notavel na razdo A260/230 (1,79), demonstrando maior
pureza das amostras (Tabela 4). Assim, o Protocolo E, mostrou-se a estratégia mais eficiente para

obter DNA adequado para as analises moleculares subsequentes.

4.2 Genotipagem de SSRs (Simple Sequence Repeats)

A caracterizacao genética das 38 amostras de castas, de 11 castas, permitiu a obtencdo de perfis
genéticos através de andlise de fragmentos de 9 loci SSR, através de fragmentos (Tabela 5).
Paralelamente, no sentido de confirmar a amplificacdo do locus correto, o motivo de repeti¢do, o
numero de repeticoes € tamanho dos alelos obtidos na andlise de fragmentos, em amostras
selecionadas preferencialmente homozigoéticas, foi realizada a sequenciagao de produtos de PCR dos
loci VVS2, VVMDS5, VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVMD32, VrZAG62 e VrZAG79, no

sentido forward e reverse.
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Tabela 5 - Resultados da genotipagem dos 9 SSRs nas diferentes amostras em estudo, com a indicagdo do tamanho dos

alelos em pb por alelo 1 (A1) e alelo 2 (A2) para cada locus.

Vvs2 VVMDS5 | VVMD7 | VVMD25 | VVMD27 | VVMD28 | VVMD32 | ViZAG62 | VrZAG79
Local Casta Al | A2 | A1 | A2 | A1 | A2 | Al | A2 | A1l | A2 | A1l | A2 | Al | A2 | Al | A2 | A1l | A2
PS Caracol 133|145 | 239 | 239 | 238|246 |239| 241 | 178 | 193 | 237 |245| 251 |259| 186 | 194|246 | 256
Qv Malvasia Candida 143 | 145 | 225 | 225 | 242|248 243 | 257 | 178 | 182 | 237 |259| 253 | 273 | 186 | 200|242 | 246
SJ Malvasia Candida - - - - | 242|248 (243 | 257 | 178 182 | 237 | 259 |273*|273 | 200* [ 200 | 242 | 246
SL Malvasia Candida 143 | 145| 225 | 225 | - - 243 257 | 178 | 182 | 237 [259|273* | 273 |200%* | 200 | 242 | 246
QV | Malvasia Candida Roxa | - - | 225 | 225 | 242 (248|243 | 257 | 178 | 182 | 237 | 259 |273*|273 | 200* | 200 | 242 | 246
S Malvasia Sdo Jorge - - | 221 | 225 | 238|238 (241 |243* | 180 | 192 | 229 |249| 257 | 261 |194*| 194|246 | 250
SJ Malvasia Sao Jorge | - - - - | 238238241 |243* 180 | 192 | 229 | 249 | 257 | 261 |194* | 194|246 | 250
SJ Malvasia Sao Jorge IT | 133 | 145| - - 238238241 |243*%| 180 | 192 | 229 | 249 | 257 | 261 | 194* | 194 | 246 | 250
Qv Malvasia Fina/Boal 143 | 145 | 225 | 239 | 238|256 (243 | 257 | 178 | 192 |237*|237|257*|257| 186 | 186|246 | 250
R Malvasia Fina/Boal | 143 | 145 | 225 | 239 | 238 256|243 | 257 | 178 | 192 |237*|237|257*|257| 186 | 186|246 | 250
SL Malvasia Fina/Boal | 143 | 145 | 225 | 239 | 238|256 (243 | 257 | 178 | 192 |237*|237|257*|257| 186 | 186|246 | 250
SL Malvasia Fina Roxa | 143 | 145 | 225 | 239 | 238 | 256|243 | 257 | 178 | 178* | 237* | 237 | 257* | 257 | 186 | 186 |246| 250
Qv Sercial 133 | 151 | 225 | 237 | 238 (252|241 | 263 | 180 | 184 | 235 |259| 241 | 241 |192*| 192|246 | 258
SJ Sercial 133 | 151 | 225 | 237 | 238 (252|241 | 263 | 180 | 184 | 235 |259| 241 | 241 |192*| 192|246 | 258
SV Sercial 133 | 151 | 225 | 237 | 238 (252|241 | 263 | 180 | 184 | 235 |259| 241 | 241 |192*| 192|246 | 258
SX Sercial 133 | 151 | 225 | 237 | 238 (252|241 | 263 | 180 | 184 | 235 |259| 241 | 241 |192*| 192|246 | 258
PM Sercial 133 | 151 | 225 | 237 | 238 (252|241 | 263 | 180 | 184 | 235 |259| 241 | 241 |192*| 192|246 | 258
ECL Sercial 133 | 151 | 225 | 237 | 238 (252|241 | 263 | 180 | 184 | 235 |259| 241 | 241 |192*| 192|246 | 258
ECL Sercial | 133 | 151 | 225 | 237 | 238 252|241 | 263 | 180 | 184 - - | 241 |241|192*| 192|246 | 258
ECL Sercial I 133151 - - 238252241 | 263 | 180 | 184 | 235 | 259 | 241 |241|192* | 192|246 | 258
Qv Terrantez 133 | 151 | 231 | 239 [ 242|246 243 | 251 | 184 | 188 | 237 [259|273* |273| 192 | 202 | 244 | 250
FO Terrantez 133|151 - - | 242|246 (243 | 251 | 184 | 188 | 237 | 259 |273*|273| 192 (202|244 | 250
SJ Terrantez 133 | 151 | 231 | 239 [ 242|246 243 | 251 | 184 | 188 | 237 [259|273* |273| 192 | 202 | 244 | 250
SL Terrantez 133 | 151 | 231 | 239 242|246 (243 | 251 | 184 | 188 | 237 [259|273* |273 | 192 | 202 | 244 | 250
ECL Terrantez 133 | 151 | 231 | 239 [ 242|246 (243 | 251 | 184 | 188 | 237 [259|273* |273 | 192 | 202 | 244 | 250
ECL | Tinta N. Folha Branca | 133|151 | 225 | 237 | 238 (256|241 | 251 | 180 | 188 | 235 | 249 | 257 | 273 | 192* | 192|244 | 260
ECL Tinta Negra I 133 | 151 | 225 | 237 [ 238|256 (241 | 251 | 180 | 188 | 235 {249 | 257 273 | 192* | 192|244 | 260
ECL Tinta Negra II - - | 225 | 237 | 238|256 |241 | 251 | 180 | 188 | 235 |249| 257 |273| - - 1244 260
SV Tinta Negra I 133 | 151 | 225 | 237 | 238|256 |241| 251 | - - 235 | 249 | 257 |273|192* 192|244 | 260
SV Tinta Negra 11 133 | 151 | 225 | 237 [ 238|256 (241 | 251 | 180 | 188 | 235 {249 | 257 273 |192* | 192|244 | 260
Qv Verdelho 133 | 151 | 221 | 231 | 238|256 (243 | 251 | 180 | 188 | 235 |247| 257 | 273 | 192 | 194|246 | 250
R Verdelho 133 | 151 | 221 | 231 | 238|256 (243 | 251 | 180 | 188 | 235 | 247 | 257 | 273 | 192 | 194 | 246 | 246*
SJ Verdelho 133 | 151 | 221 | 231 | 238|256 (243 | 251 | 180 | 188 | 235 |247| 257 |273| 192 | 194| - -

AS]J Verdelho 133 | 151 | 231*|235%| 238 |256|243 | 251 | 180 | 188 | 235 | 247 | 255 |257| 192 | 194 | 246 | 246*
SV Verdelho 133 | 151 | 221 | 231 | 238 (256|243 | 251 | 180 | 188 | 235 | 247 | 257 | 273 | 192 | 194 | 246 | 246*
SX Verdelho 133 | 151 | 221 | 231 | 238 (256|243 | 251 | 180 | 188 | 235 | 247 | 257 | 273 | 192 | 194 | 246 | 246*
PM Verdelho 133 | 151 | 221 | 231 | 238 (256|243 | 251 | 180 | 188 | 235 | 247 | 257 | 273 | 192 | 194 | 246 | 246*
SL Verdelho 133|151 | 221 | 231 238|256 (243 | 251 | 180 | 188 | 235 [247| 257 |273 | 192 | 194|246 | 250

* Valores que ndo estdo de acordo com VIVC.

- Amostras sem os valores dos tamanhos do fragmento.
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A obtengdo das sequéncias exatas dos varios loci permitiu identificar e, para alguns dos loci,
corrigir algumas das discrepancias em relacdo aos tamanhos dos fragmentos detetados na analise
inicial. Para os loci VVMD7, VVMD28, VrZAG62 e VrZAG79, os resultados das duas abordagens
foram consistentes, ndo havendo necessidade de ajustes. No entanto, para os loci VVS2, VVMDS,
VVMD?25, VVMD27 e VVMD32, foi detetada uma discrepancia sistematica de +2 pares de bases,
conhecido como Shift +2. Este desvio foi corrigido em todas as amostras destes /oci, garantindo que
os tamanhos dos fragmentos refletissem com precisao as reais variagdes nos microssatélites.

Os microssatélites sdo conhecidos por apresentar uma alta frequéncia de alelos nulos, ou alelos
que ndo amplificam, portanto, sdo recessivos e indetetaveis em heterozigotos [82]. Estes alelos podem
gerar problemas na andlise genética, influenciando as medidas de diferenciagcdo genética ou sendo
erroneamente interpretados como homozigotos [83]. Considerando essa possibilidade, os tamanhos
dos fragmentos obtidos nos nove loci analisados foram registados (Tabela 5).

Para as 38 combinagdes (amostra x local de recolha) analisadas, a combinacao de genotipos dos
9 loci, revelou um total de oito perfis genéticos distintos, dos quais cinco foram identificados como
genotipos Unicos: Verdelho, Sercial, Terrantez, Malvasia de S. Jorge e Caracol. Adicionalmente,
foram observados trés pares de genotipos que apresentaram variagdes associadas a cor do bago e a
morfologia foliar: Malvasia Fina Boal/Malvasia Fina Roxa, Malvasia Candida/Malvasia Candida
Roxa e Tinta Negra/Tinta Negra de Folha Branca (Tabela 5).

A casta Caracol ocupa uma area de 12 ha no encepamento regional da Madeira, sendo
predominantemente cultivada no Porto Santo [84]. Diferentemente de outras castas, para as quais foi
possivel obter multiplas amostras, o Caracol esta representado neste estudo por uma tinica amostra,
devido a localizag¢do (Porto Santo) e disponibilidade limitada de material biol6gico no momento da
colheita. Ainda assim, a sua inclusdo permitiu ampliar a caracterizagdo genética e a compreensdo da
sua diversidade dentro do conjunto analisado contribuindo para a avaliagdo comparativa entre as
castas. O Caracol exibiu um perfil genético idéntico para os 6 SSRs, reportado por Veloso et al. [5] e
registado na Portaria [85] sob designagao Caracol (PRT50914). Este perfil também ¢ correspondente
ao estudo de Rodrigues [20], que expandiu essa analise, incorporando o perfil de mais trés loci SSR
(VVMD25, VVMD28 e VVMD32), tendo sido registados no VIVC (n° 17664) completando a
informacdo dos 9 SSRs, sem qualquer divergéncia nos alelos observados. Esta correspondéncia
reforga o valor destes SSRs na identificagdo genética e verificagdo da autenticidade, por comparagao
com os bancos de dados de referéncia.

Para as castas Malvasia Candida ¢ Malvasia Candida Roxa, classificadas como castas distintas
segundo [2, 15], devido a diferenca da cor do bago, as quatro amostras apresentaram perfis genéticos

idénticos em sete dos nove /oci analisados. Atualmente a casta Malvasia Candida presente no
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encepamento regional da Madeira, ocupa uma area de 1,5 ha [84] maioritariamente localizado em
Santana. Os perfis obtidos estdo de acordo Veloso et al. [5], registado na Portaria [85] sob designagdo
Malvasia Candida (PRT50911) e Malvasia Candida Roxa (PRT50810) para cinco loci SSR,
consistentes com Rodrigues [20] e correspondentes com o registado no VIVC sob as designagdes
Malvasia di Sardegna (n° 7266) e Malvasia di Sardegna Rosada (n° 22971) para sete loci SSR. No
entanto, nos loci VVMD32 e VrZAG62, observou-se a divergéncia de duas das amostras Malvasia
Candida e Malvasia Candida Roxa, que mostraram homozigosidade, enquanto apenas uma das
amostras de Malvasia Candida apresenta heterozigosidade, estando apenas esta ultima em
conformidade com os registos do VIVC. Esta discrepancia pode ser justificada, segundo Jahnke et al.
[86], por varias razdes para a possivel presenca de alelos nulos (alelos recessivos para marcadores
codominantes, sem qualquer efeito no fenotipo), pela falta de amplificagdo num locus: o primer nao
se liga corretamente, fragmentos mais longos ndo amplificam devido a imperfei¢cdes na reagdo de
PCR, ou a quantidade de DNA na amostra ¢ insuficiente, originando possiveis alelos nulos [86].

A casta Malvasia de Sao Jorge ocupa uma area de 26,9 ha no encepamento regional da Madeira
[84]. O perfil genético obtido, estd de acordo Veloso et al. [5] e a Portaria [85] sob designacdo
Malvasia de Sdo Jorge (PRT40604) para cinco dos seis loci SSR. O estudo de Rodrigues [20]
incorporou mais trés loci SSR (VVMD25, VVMD28 e VVMD32), tendo sido registados no VIVC,
completando a informacdo dos perfis para os 9 SSRs. O perfil obtido também ¢é consistente com
Rodrigues [20] e correspondente com o VIVC (n° 17689) em sete dos /oci analisados. Observou-se
uma divergéncia no locus VVMD?25, onde o perfil exibiu heterozigosidade, em contraste com a
homozigosidade registada no VIVC, o que pode ser atribuido a ocorréncia de stutter band (artefactos
na analise de fragmentos, que aparecem como picos secundarios menores ou maiores ao redor do pico
principal durante a corrida de fragmentos). No locus VrZAG62, verificou-se homozigosidade
divergente do VIVC, podendo ser explicado segundo Jahnke ef al. [86], pela falta de amplificagao
num Jlocus: o primer ndo se liga corretamente, fragmentos mais longos nao amplificam devido a
imperfei¢des na reacdo de PCR, ou a quantidade de DNA na amostra ¢ insuficiente, originando
possiveis alelos nulos.

As castas Malvasia Fina/Boal e Malvasia Fina Roxa apresentaram perfis genéticos idénticos,
embora sejam classificadas como castas distintas devido a coloracao dos bagos [2, 15]. Presentemente
a casta Malvasia Fina Roxa apenas ¢ cultivada em Portugal Continental, sendo que a Malvasia
Fina/Boal ocupa uma area de 13,5 ha no encepamento regional da Madeira [84]. Os pertfis genéticos
obtidos destas castas estdo de acordo Veloso et al. [5] e registado na Portaria [85], correspondente a
Malvasia Fina (PRT52512), como sinonimo do nome regional Boal, designacdo esta apenas

reconhecida para a utilizagcdo na rotulagem de DO “Madeira” e de Malvasia Fina Roxa (PRT52612).
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Estes resultados sdo consistentes com Rodrigues [20] e correspondentes com os registados no VIVC
para Malvasia Fina (n° 715) e Malvasia Fina Roxa (n° 15677), exceto nos loci VVMD28 ¢ VVMD32
para todas estas amostras € no locus VVMDZ27 para a Malvasia Fina Roxa, que exibiram padrdes
homozigoéticos divergentes. Infere-se que, uma vez mais, esta discrepancia pode ser explicada pela
ocorréncia de alelos nulos [86].

A casta Sercial estd presente no encepamento regional da Madeira ocupando 27,1 ha, sendo
também conhecida pelo regionalismo de Esgana Cao [84]. Esta casta exibiu perfis genéticos idénticos
entre as amostras de varias localizagdes, correspondendo ao obtido por Veloso ef al. [5] e registado
na Portaria [85], sob designagdo Sercial (PRT40505) para cinco dos seis loci SSR. Os resultados sao
consistentes com Rodrigues [20] e correspondentes com o VIVC (n° 11497) para oito loci SSR
analisados. No entanto, o locus VrZAG62 apresentou homozigosidade, divergindo do padrio
heterozigoto registado no VIVC, o que pode ser explicado pela possivel ocorréncia de alelos nulos
[83, 86].

A casta Terrantez, nome apenas utilizado na RAM e s6 reconhecido para a utilizagdo na
rotulagem de DO “Madeira” apresenta uma ocupacdo de 6,7 ha no encepamento regional da Madeira
[84]. As amostras revelaram perfis genéticos idénticos, independentemente da origem, registado na
Portaria [85] com a designa¢ao Folgasao (PRT52709). Os perfis sdo consistentes com Rodrigues [20]
e correspondentes com o VIVC sob o nome Folgasao (n® 4178) para oito loci SSR analisados. No
entanto, no locus VVMD32, foi identificado um padrao homozigético divergente do perfil
heterozigotico da base de dados do VIVC, sugerindo, a ocorréncia de alelos nulos ou problemas de
amplificacdo, corroborado pelo valor positivo de F(Null) de 0,0228 (alta probabilidade de alelos
nulos) [82, 83, 86] (Tabela 6).

As castas Tinta Negra e Tinta Negra de Folha Branca mostraram perfis genéticos idénticos,
distinguindo-se apenas pela cor das folhas apos a vindima, ndo sendo classificadas como castas
distintas. A Tinta Negra presente no encepamento regional da Madeira ocupa uma area de 207,9 ha,
sendo também nomeada como Molar [84]. O perfil genético foi congruente com Veloso et al. [5] e
registado na Portaria [85] sob a designagao Tinta Negra (PRT51202), para cinco dos seis loci SSR.
Os resultados s@o consistentes com Rodrigues [20] e correspondentes com o VIVC sob o nome Molar
(n° 15678) para oito loci SSR, exceto no locus VrZAG62, que apresentou homozigosidade, indicando
novamente a possibilidade de alelos nulos [86].

A casta Verdelho encontra-se predominantemente nas regioes dos Acores e da Madeira, ocupando
nesta Ultima, uma area de 57 ha no encepamento regional da Madeira [84]. Nas oito amostras da casta
Verdelho o perfil genético obtido estd de acordo com Veloso et al. [5] e registado na Portaria [85] sob

a designacao Verdelho (PRT50317) para quatro dos seis loci SSR, sendo que, dessas oito amostras,
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cinco exibiram perfis genéticos uniformes em sete dos nove loci analisados, alinhando-se com o perfil
de Rodrigues [20] e correspondente com o registado no VIVC (n° 22304). No entanto, observou-se
uma discrepancia no locus VrZAG79: enquanto duas amostras de duas localizacdes distintas
apresentaram heterozigosidade, em conformidade com os registos do VIVC, as demais mostraram
homozigosidade, divergindo do padrio heterozigoto da base de dados. Este desvio sugere a ocorréncia
de alelos nulos [86]. No local de amostragem ASJ (Arco de Sdo Jorge), o locus VVMDS5 apresentou
um padrao heterozigoto com uma distancia alélica que ndo corresponde ao perfil do VIVC, o que
pode indicar interferéncias no processo de colheita ou variagdes introduzidas no cultivo das castas,

ndo tendo sido considerado na corrida de fragmentos como stutter band devido 4 sua expressao.

4.2.1 indices de diversidade genética, por SSR

A diversidade genética dos 9 SSRs foi analisada considerando-se todo o universo amostral,
contudo, para a analise estatistica e interpretagdo dos resultados, os valores obtidos como possivel
ocorréncia de alelos nulos ndo serdo considerados. Esta decisdo foi tomada para evitar distor¢des nos
resultados, dado que alelos nulos podem levar a identificagdo incorreta de gendtipos, comprometendo
a precisdo das conclusdes sobre a diversidade genética e as relagdes entre as castas analisadas [86].
Assim, a diversidade genética foi avaliada com base no nimero de alelos por locus (Na),
heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), o contetdo informativo de

polimorfismo (PIC) e a frequéncia estimada de alelos nulos (F(Null)) (Tabela 6).

Tabela 6 - Indices de diversidade genética dos 9 SSRs nas amostras de Vitis vinifera L. analisadas. Numero de amostras
(n), Nimero de alelos (Na), heterozigosidade observada (Ho), Heterozigosidade esperada (He), contetdo informativo de
polimorfismo (PIC) e frequéncia de alelos nulos (F(Null)).

Loci n Na Ho He PIC F(Null)
VVs2 33 4 1,000 0,676 0,604 -0,2170
VVMD5 33 6 0,879 0,786 0,741 -0,0639
VVMD7 37 6 0,919 0,739 0,693 -0,1297
VVMD25 35 6 1,000 0,789 0,742 -0,1305
VVMD27 36 7 1,000 0,798 0,756 -0,1275
VVMD28 33 7 1,000 0,807 0,765 -0,1211
VVMD32 26 8 0,692 0,758 0,699 0,0228
VwzZAG62 19 5 0,789 0,760 0,694 -0,0504
VwZAG79 32 7 1,000 0,796 0,754 -0,1329
Média 6,2 0,920 0,768 0,716
Minimo 4 0,692 0,676 0,604
Maximo 8 1,000 0,807 0,765

27



As amostras estudadas apresentaram um total de cinquenta e seis alelos nos 9 SSRs analisados,
com uma média de 6,2 alelos por locus, sendo que o niimero de alelos (Na) variou entre 4 alelos
(V'VS2), sugerindo menor grau de polimorfismo, e 8 alelos (VVMDS5, VVMD?7, VVMD25, VVMDZ27,
VVMD28, VVMD32, VrZAG62 e ViZAG79), sendo estes ultimos os mais polimorficos. A
heterozigosidade observada (Ho) variou entre 0,692 (VVMD32) e 1,000 (VVS2, VVMD25, VVMD?27,
VVMD28 e ViZAG79), com uma média de 0,920. Cinco loci apresentaram 100% de heterozigosidade,
indicando que nao foram observados homozigotos entre as amostras analisadas e refletindo uma alta
variabilidade genética nestes loci. A heterozigosidade esperada (He) variou de 0,676 (VVS2) a 0,807
(VVMD2S), consistente com o numero de alelos detetados em cada locus, resultando numa média de
0,768. Os valores de PIC variaram de 0,604 (VVS2) a 0,765 (VVMD28), com uma média de 0,716.
Oito loci apresentaram valores de PIC proximos ou superiores a 0,7, o que os permite destacar como
altamente informativos, e como tal, de maior utilidade para discriminar entre diferentes gendtipos e
variedades de V. vinifera [88]. A maioria dos /oci apresentaram valores negativos de F(Null), variando
de-0,2170 (V'VS2) a-0,0504 (VrZAG62), exceto para o locus VVMD32, que apresentou valor positivo
de 0,0228. Estes resultados sugerem a ocorréncia de alguns alelos nulos ou a possibilidade de baixa
amplificacdo desses alelos no locus VVMD32, no entanto, a baixa grandeza desses valores indica que
a presenca de alelos nulos ndo ¢ um fator significativo [82, 83].

A variabilidade genética observada nos nove loci foi alta, com destaque para os locus VVS2,
VVMD25, VVMDZ27, VVMD28 e ViZAG79, que apresentaram 100% de heterozigosidade observada.
A média de Ho (0,920) foi ligeiramente superior a média de He (0,768), o que sugere um leve excesso
de heterozigotos na amostra analisada, podendo ser explicado pela consequéncia da sele¢do ao longo
do processo de domesticagdo em favor do vigor hibrido, que confere caracteristicas desejaveis das
diferentes castas, procedentes de diferentes origens [89]. O valor médio elevado de PIC (0,716)
confirma que os marcadores escolhidos sdo adequados para discriminagdo genética e podem ser
utilizados de forma eficaz para estudos de diversidade genética e identificacdo [88, 90]. O locus com
valor positivo de F(Null), VVMD32, merece atencdo, pois pode indicar a ocorréncia de alelos nulos
[86] ou problemas de amplificagdo. No geral, a auséncia significativa de alelos nulos sugere que os

marcadores SSR utilizados sdo robustos para a caracterizagdo genética [89].

4.2.2 Analise filogenética
O fenograma (Figura 2) gerado a partir da andlise dos 9 /loci SSRs, revelou a formacdo de ramos
filogenéticos distintos, representando diferentes niveis de similaridade genética entre as castas

de Vitis vinifera aqui estudadas. Os agrupamentos foram definidos pelas distancias genéticas
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observadas e sustentados por altos valores de bootstrap, indicando a robustez estatistica dos

resultados (Figura 2).
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Figura 2 — Fenograma obtido a partir da matriz de distancia genética, gerada com base nos dados alélicos
para os 9 SSRs, utilizando o método UPGMA e distancia euclidiana, avaliada pelo coeficiente de correlagdo
cofenética ( = 0,9656), robustez de analise com 1.000 replicagdes de bootstrap.
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De acordo com o fenograma, a casta Caracol surge num ramo filogenético isolado, mas mais
proximo das castas Malvasia de Sdo Jorge (M.S.J.) do que das restantes. A proximidade genética
evidenciada entre estas castas sugere a possibilidade de a casta Caracol ser uma variante fenotipica,
que tenha seguido um historico evolutivo distinto, que pode também refletir adaptagdes especificas,
derivada de um ancestral comum a M.S.J., por ser uma casta muito antiga, de origem provavelmente
romana ou, segundo Conde Odart (1874), de origem grega [1], introduzida na Regido Auténoma da
Madeira no séc. XV por Infante D. Henrique [91].

No que diz respeito as diferentes castas de Malvasia, o fenograma apresenta diferentes relagcdes
evolutivas (Figura 2). As amostras identificadas como Malvasia Fina/Boal (M.F.Boal) e Malvasiaa
Fina Roxa (M.F.Roxa) destacaram-se pela sua posicdo geneticamente mais distante das demais
Malvasias. Por outro lado, as amostras M.S.J. formaram um clado separado das Malvasia Candida
(M.Cand.) e Malvasia Candida Roxa (M.C.Roxa), embora sendo que estas ultimas integram o mesmo
cluster. Apesar das diferengas genéticas entre estes dois grupos principais, a relativa proximidade no
fenograma sugere que Malvasia de Sdo Jorge, Malvasia Candida e Malvasia Candida Roxa
compartilham uma historia evolutiva mais recente, apresentando maior similaridade genética entre si
do que com Malvasia Fina/Boal. Além disso, a posi¢ao da Malvasia Fina/Boal, esta mais proxima de
castas nao pertencentes ao grupo das Malvasias, refor¢ando a sua distingao genética e sugerindo uma
origem evolutiva distinta ou um isolamento genético prolongado.

As amostras das castas Sercial, Terrantez, Verdelho e Tinta Negra (T. Negra) foram posicionadas
em clados distintos no fenograma, todos com suporte de bootstrap de 100%, confirmando a robustez
dos agrupamentos e indicando alta similaridade genética dentro de cada casta, independentemente do
local de colheita. Apesar de estarem em clados separados, as castas Tinta Negra e Verdelho (com
excecdo do Verdelho-ASJ) demonstraram maior proximidade genética entre si (72%) do que com as
restantes, sugerindo uma relagdo evolutiva mais estreita. Em contraste, a casta Terrantez exibiu maior
similaridade genética (65%) com Malvasia Candida e Malvasia Candida Roxa. Estes padrdes
destacam a complexidade da diversidade genética entre as castas analisadas, oferecendo informagdes
importantes para compreender as suas relagdes filogenéticas e contribuindo para sua classificagdo e
identificacdo.

A maioria das castas representam ramos filogenéticos independentes, com homogeneidade
genética entre amostras de diferentes ou da mesma localizagdo, sugerindo também algumas linhagens
mais estreitamente relacionadas, e possivelmente derivadas de um ancestral comum a um tempo mais
recente. Em contraste, outros ramos filogenéticos evidenciaram maior heterogeneidade genética, que
podem refletir processos como cruzamentos, adaptacdes a diferentes regides geograficas e padrdes

evolutivos complexos. Estes resultados reforcam a relevancia de se implementarem estratégias
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integradas de conservagdo da variabilidade genética, visando o uso sustentavel e a preservacao dos
recursos genéticos de V. vinifera, face das mudancas ambientais e as necessidades da viticultura

moderna [92].

4.3 SSR-HRM

A anélise por HRM foi realizada com base nos resultados da analise preliminar, priorizando os
loci VVMDS5, VVMDZ27 e ViZAG79, que demonstraram poder discriminatorio, elevado contetdo
informativo de polimorfismo e amplificagdo robusta para eletroforese capilar, tendo sido
subsequentemente validados por sequenciacdo. As castas Caracol, Malvasia Candida, Verdelho e
Sercial foram selecionadas com base na eficiéncia de amplificacdo por PCR, na diversidade dos perfis
SSRs, considerando diferengas no tamanho dos alelos, e na disponibilidade de DNA gendmico.

Foram realizadas multiplas analises comparativas sem a defini¢do de uma casta de referéncia
fixa, avaliando-se individualmente cada casta em relagdo as demais para identificar variacdes nos
perfis de fusdo e a sua capacidade de discriminagdo varietal. A casta Sercial demonstrou maior

eficicia na diferenciacdo genética, utilizada posteriormente como referéncia comparativa.

A amplificacdo por qPCR em tempo real para os loci VVMDS, VVMDZ27 e ViZAG79, demonstrou
um comportamento sigmoide tipico, com Cts entre 25 e 30 ciclos, indicando a eficiéncia da

amplificacdo nas amostras analisadas (Figura 3 e 4).

Locus VVMD5

24000

21000

Legenda:
Caracol (PS)
——— Malvasia Candida (QV, SJ)

120003

15000

12000 Sercial (ECL-casta de referéncia)

Verdelho (SJ, SL)

Fluorescence

9000

6000
3000

04

| L A M N R A A P A A
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 4042

Cycle

Figura 3 — Amplificacdo do DNA e eficiéncia da PCR para o locus VVMD?5.

32



Locus VVMD27 Locus VrZAG79

E 22000-
22000 L
20000- &
20000-
18000
18000- 3
E 16000
16000-
E 14000
14000
8 E 3
2 £ 12000-
& 12000 g ;
2 F 2 10000
5 10000- E E
“ go0o % 8000
6000- 6000
4000 4000
2000- 2000
0- 0-
O N L L N R U R T N R L N N N N R
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 4042 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 4042

Cvcle

Figura 4 - Amplificagdo do DNA e eficiéncia da PCR para os loci VVMDZ27 e ViZAG79.

4.3.1 Locus VVMDS5
As curvas de fusdo normalizada ilustram os perfis térmicos dos produtos de PCR dos diferentes
marcadores, para as diferentes amostras, refletidos na variagdo de fluorescéncia a medida que a

temperatura aumenta, e que podem evidenciar diferencas de estabilidade térmica entre os genotipos

(Figura 5).
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Figura 5 — Curva de fusdo normalizada para VVMD5.
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Para o locus VVMD5, a curva de fusdo normalizada revelou que as diferentes castas exibiram
perfis semelhantes, com uma subtil diferenga para a casta Caracol, que demonstra maior fusdo a uma
temperatura mais baixa do que as restantes. A casta Caracol, com o ponto de fusdo mais baixo, ¢
aquela que a corrida de fragmentos indica como homozigdtica para um fragmento com o maior
tamanho (239 pb) das castas aqui comparadas, enquanto as castas Malvasia Candida (225 pb),
Verdelho (heterozigoto 221/231 pb), tém perfis de fusdo semelhantes. Assim, verifica-se que ndo ¢
possivel associar a curva de fusdo somente ao tamanho dos alelos SSRs, sendo conhecido que
estabilidade térmica do DNA também depende da sua composicao de bases no produto de PCR fora
da regido repetitiva, da presenca de estruturas secunddarias e de interacdes durante a fusdo [48, 58],
que podem diferir entre amostras.

A analise da curva de fusdo normalizada para um determinado /ocus atua assim como, um controlo
de qualidade dos resultados do HRM, em que a fluorescéncia deve decrescer com o aumento da
temperatura, assumindo um formato sigmoide com um decréscimo mais abrupto num intervalo de
temperaturas que pode variar de acordo com o locus, € que permita verificar que a totalidade dos
fragmentos desnaturaram aos 90 °C [74, 77]. Cumpridos estes critérios para a curva de fusdo
normalizada para o locus VVMD5, prosseguiu-se entdo para a analise da curva diferencial de melting,
que tem por base estes resultados.

As variagoes nos padrdes de dissociagdo do DNA, em comparagdo com uma amostra de

referéncia, foram evidenciadas pelo grafico de diferenca de melting (Figura 6).
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Figura 6 — Diferenca de melting para VVMD?5.
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Esta andlise dos resultados amplifica as varia¢des entre os perfis de fusdo em relagdo a uma
amostra de referéncia, destacando a magnitude da divergéncia térmica entre os genétipos. As
diferentes castas foram comparadas de forma iterativa, assumindo-se cada uma, sucessivamente,
como referéncia. Entre elas, a casta Sercial destacou-se por proporcionar a melhor discriminacao
varietal. A escolha da casta de referéncia para este marcador influenciou diretamente a resolugdo do
HRM na disting@o de gendtipos, uma vez que a referéncia com alelos termicamente mais distintos
aumentou a sensibilidade da técnica, permitindo uma discriminagao mais precisa [93].

A casta Caracol (239/239) apresentou um perfil com o maior desvio negativo, o que confirma a
sua menor estabilidade térmica e, em sentido contrario, a Malvasia Candida (225/225), que mostra
um deslocamento positivo, refletindo maior estabilidade térmica. A casta Verdelho (221/231 pb)
apresentou um deslocamento térmico bimodal subtil, com um pico positivo em torno dos 78 °C e um
pico negativo em torno de 80 °C, compativel com heterozigosidade [72]. A auséncia de um perfil
bimodal bem definido pode ser explicada pela proximidade térmica e interagao entre alelos durante a
fusdo de DNA, resultando numa curva de transi¢do mais homogénea, sem separacao distinta entre os
dois alelos [94, 95], além de que, o HRM tem maior eficiéncia na detecdo de heterozigotos quando a
diferenca de tamanho entre os alelos ¢ superior a 10 pb [72, 95]. Ainda assim, para o marcador
VVMDS, em particular, os perfis de temperatura de melting (Tm) entre as amostras parecem refletir
as diferengas no niimero de repeticdes SSRs, que podem mudar o ponto de fusdo e a estrutura do
DNA, influenciando diretamente a estabilidade térmica dos produtos de PCR, apesar de ndo ser
determinada exclusivamente pelo comprimento do alelo [96]. Em suma, a técnica SSR-HRM aplicada
a analise do marcador VVMD5 permitiu a diferenciacao eficiente de genotipos e a discriminagao de
amostras representativas das castas Caracol, Malvasia Candida e Verdelho, tendo o Sercial como

referéncia [93].

4.3.2 Locus VVMD27

A curva de fusdo normalizada para o marcador VVMDZ27, ilustra os perfis térmicos das diferentes
amostras (Figura 7).

Os resultados obtidos para todas as amostras por analise de fragmentos foram identificadas como
heterozigdticas. Na curva de fusdo normalizada, a casta Caracol (178/193 pb na analise de
fragmentos) apresentou um perfil com maior fusdo a uma temperatura mais baixa do que as restantes,
em contraste com a Malvasia Candida (178/182 pb), sendo que o Verdelho (180/188 pb) apresentou

perfis de fusdo intermédios.
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Figura 7 - Curva de fusdo normalizada para VVMD?27.

Como esperado, a curva de fusdo normalizada apresentou um formato sigmoide caracteristico em
todas as amostras. Esta abordagem permitiu a correcao de variagdes experimentais inerentes a reagao,
como diferencas na concentracdo de DNA, pequenas flutuagdes na temperatura do termociclador e
variagdes na eficiéncia de amplificagdo. Ao alinhar os perfis de melting, a normaliza¢do reduz a
influéncia desses fatores técnicos e melhora a comparabilidade entre amostras [72, 95, 97]. Desta
forma, a curva de fusdo normalizada foi utilizada como um controlo de qualidade essencial,
assegurando a consisténcia térmica das reagdes e permitindo uma avaliacdo mais precisa das

variagoes nos perfis de melting.

As variagdes nos padrdes de dissociacdo do DNA, em comparacdo com a amostra de referéncia,

foram evidenciadas pelo grafico de diferenca de melting (Figura 8).
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Figura 8 - Diferenca de melting para VVMDZ27.

Para VVMD?27, foram realizadas analises comparativas avaliando cada casta individualmente,
como referéncia. A casta Sercial mostrou maior capacidade discriminatdria e foi posteriormente
adotada como casta de referéncia para este locus. Observaram-se 2 padrdes distintos de melting para
as 3 castas analisadas, comparadas a amostra de referéncia (Sercial), o que reflete variacdes na Tm e
estabilidade térmica dos produtos de PCR. As castas Caracol (178/193) e Verdelho (180/188)
apresentaram um perfil idéntico, com desvio negativo, o que confirma a sua menor estabilidade
térmica relativamente a referéncia. Sendo heterozigotos, ndo apresentam um perfil bimodal como
esperado, possivelmente devido a Tm muito proéximas ou interagdes térmicas entre os alelos [72, 95].
A casta Malvasia Candida (178/182 pb), apresentou um perfil térmico bimodal subtil, com um pico
negativo em torno de 83 °C, e um pico positivo em torno dos 85 °C, compativel com heterozigosidade
[72]. O seu perfil negativo e positivo distinto no grafico de diferenca sugere que os dois alelos
apresentam transi¢des térmicas em momentos distintos [72, 94, 95]. Para este locus, ndo ¢ evidente
um paralelismo entre o tamanho dos alelos e o perfil de Tm, nem ha uma associagao clara de genotipos
heterozigoticos com um perfil bimodal, sugerindo que, entre as castas analisadas, havera diferencas
de sequéncia e/ou de estrutura secundéria nas regides vizinhas ao SSR [95].

Apesar destas limitagdes, a técnica SSR-HRM aplicada ao marcador VVMDZ27 permitiu a

discriminacao da casta Malvasia Candida relativamente as castas Caracol e Verdelho (Sercial, usado
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como referéncia), com base em variacdes nos perfis de fusdo em relagdo ao padrio de referéncia.
Note-se que a escolha da casta de referéncia pode afetar a resolugdo do HRM, pois os alelos com

maior divergéncia térmica aumentam a sensibilidade da técnica, aprimorando a discriminacao [93].

4.3.3 Locus VrZAG79
As curvas de fusdo normalizada obtidas por HRM para as diferentes castas no locus VrZAG79,
indicaram variacdes na estabilidade térmica entre as castas, enquanto a normalizagdo assegurou a
eliminacao de variagdes experimentais, garantindo um controlo de qualidade (Figura 9). A curva de
fusdo normalizada apresentou um formato sigmoide caracteristico em todas as amostras, corrigindo
variagdes experimentais e minimizando a influéncia de fatores técnicos. Este processo assegurou uma
maior uniformidade nos perfis térmicos, melhorando a reprodutibilidade dos resultados ¢ a

comparabilidade entre as amostras.

Curva de fusdo normalizada

100
Legenda:
mmm Caracol (PS)
0 mem Malvasia Candida (QV, SJ)
S 60 Sercial (ECL-casta de referéncia)
0 mmm Verdelho (SJ, SL)
g 50
<< 40

30

20

10

7% 77 78 79 8 81 8 8 84 8 8 8 8 8 90
Temperature

Figura 9 - Curva de fusdo normalizada para V7ZAG79.

A Malvasia Candida, identificada como 242/246 pb na anélise de fragmentos, apresenta-se como

sendo a casta com maior estabilidade térmica entre as demais amostras, contrapondo com o Verdelho
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(246/250 pb) que apresenta uma fusdo mais precoce logo, menor estabilidade térmica, encontrando-
se o Caracol (246/256 pb) numa posicao intermédia.

As diferengas entre os perfis de fusdo, em comparacdo com a amostra de referéncia, foram
evidenciadas pelo grafico de diferenca de melting permitindo a identificagao de variagdes nos padrdes

de dissociacdo do DNA (Figura 10).
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Figura 10 - Diferenga de melting para VrZAG79.

No locus VrZAG79, foram realizadas multiplas andlises comparativas, destacando cada casta
individualmente como referéncia, de modo a avaliar a sua capacidade de discriminacdo varietal,
Apesar da diferenciacdo nao ser absoluta, a casta que demonstrou maior eficacia na diferenciagao
comparativa foi a Sercial. O grafico de diferenca de melting para o marcador V»ZAG79 (Figura 10)
destacou assim variacdes entre os perfis de fusdo em relagdo a amostra de referéncia (Sercial), ndo
permitindo, no entanto, uma distingdo clara entre as castas Caracol e Malvasia Candida. Ambas
apresentaram um perfil de melting positivo, indicando uma maior estabilidade térmica relativamente
areferéncia, possivelmente devido a interagdes alélicas que resultam em uma estrutura de dupla hélice
mais estavel. Foi observada uma tendéncia bimodal subtil em torno dos 81°C, sugerindo a presenga
de alelos com ligeiras diferencas na Tm, embora ndo suficientemente acentuadas para gerar perfis

claramente distintos. Por outro lado, a casta Verdelho exibiu um desvio negativo, refletindo uma
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menor estabilidade térmica em comparagdo com a referéncia. O perfil de melting da casta Verdelho
ndo apresentou caracteristicas bimodais, podendo indicar que os alelos tém temperaturas de melting
relativamente homogéneas, apresentam uma diferenga entre alelos igual ou inferior a 10 pb e
fragmentos maiores podem mascarar pequenas diferengas genéticas, especialmente em regides
repetitivas como SSRs [72, 95, 97].

Em suma, a aplica¢@o da técnica SSR-HRM ao marcador 1#ZAG79 permitiu a discriminacao da
casta Verdelho comparativamente as castas Caracol/Malvasia Candida e Sercial, usado como
referéncia. Para o locus VrZAG79, é essencial testar multiplas castas para identificar aquela que
apresenta o perfil térmico mais adequado como referéncia, de modo a maximizar a resolu¢do do HRM

e permitir a discriminagdo eficiente das demais castas [93].

Os resultados preliminares demonstram uma otimizacao da técnica de SSR-HRM bem-sucedida
para os loci VVMDS, VVMD27 e VrZAG79 e o seu potencial na identificagdo de diferentes castas
associadas ao Vinho Madeira. Os perfis de melting obtidos para o locus VVMDJ5 permitiram distinguir
as quatro castas analisadas, evidenciando a sua elevada capacidade discriminatoria. O VVMDZ27
diferenciou Malvasia Céandida de Verdelho e Caracol, embora ndo tenha gerado um perfil
suficientemente distinto entre estas duas ultimas castas. Relativamente ao V7ZAG79, este marcador
permite a disting@o de Verdelho, Caracol/Malvasia Candida e Sercial, mas ndo permite uma separagao
clara entre Caracol e Malvasia Candida. Assim, VVMDJ5 revela-se o locus com maior poder
discriminatério entre as castas analisadas. No entanto, para maximizar a eficicia da identificacdo
varietal, recomenda-se a utilizagdo combinada de multiplos /oci e, idealmente, 0 aumento do numero
de loci analisados por esta técnica.

Recomenda-se ainda que os resultados preliminares aqui apresentados sejam interpretados com
cautela, quer na identificagdo de castas quer na sugestdo de alguma proporcionalidade do tamanho
dos alelos SSR com a homozigotia ou heterozigotia em diferentes perfis de curvas de melting, uma
vez que podem ser também influenciados pela presenga de SNPs fora da regido repetitiva ou estruturas
secundarias no produto PCR. Estes resultados devem, no futuro, ser validados com um maior nimero
de amostras para cada uma das castas analisadas neste estudo preliminar, como estendido & analise

de outras castas.
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5. Conclusoes e Perspetivas futuras

A Vitis vinifera ¢ uma das espécies de maior relevancia econdémica na viticultura mundial,
caracterizando-se pela sua ampla diversidade genética e adaptabilidade a diferentes condigdes agro-
edafoclimaticas. A preservacao dessa diversidade ¢ fundamental para a manutencao da identidade
varietal e para o aprimoramento de estratégias de conservacao e certificagdo do material vegetal. No
contexto da vitivinicultura da Madeira, a correta identificacdo das castas ¢ essencial para garantir a
rastreabilidade e autenticidade do Vinho Madeira com denominagdo DOP, um produto de elevada
importancia historica e comercial, cuja qualidade e singularidade estao intrinsecamente associadas as
variedades tradicionais cultivadas na Regido Autonoma da Madeira.

A distingdo entre castas pode ser desafiadora devido a semelhanca morfoldgica de algumas
variedades e a possibilidade de sinonimias e homonimias, tornando necessaria a aplicagao de métodos
de caracterizacdo molecular. De acordo com os resultados deste projeto, as técnicas moleculares
baseadas em SSRs demonstraram-se ferramentas eficazes para a identificagdo e diferenciacdo de
castas de Vitis vinifera. A analise dos 9 loci SSRs recomendados pelo VIVC possibilitou a obtencao
de perfis genéticos distintos para as 11 castas analisadas, permitindo a sua identifica¢do precisa e a
inferéncia de relagdes filogenéticas entre estas, contribuindo para um melhor entendimento da
diversidade genética e da sua histdria evolutiva. Adicionalmente, os perfis genéticos obtidos foram
comparados com bases de dados nacionais e internacionais, contribuindo para a validagdo e
integragao das informagdes genéticas das castas tradicionais da RAM em plataformas, como o VIVC
e o GrinGlobal.

Outro dos objetivos deste estudo foi o de explorar a aplicagdo da técnica High Resolution Melting
associada aos SSRs, como um método alternativo a analise de fragmentos por eletroforese capilar,
possibilitando uma abordagem mais rapida, de menor custo, mas também sensivel e reprodutivel para
a autenticagdo varietal. Os resultados da curva de fusdo normalizada nos loci VVMDS5, VVMD27 e
VrZAG79 revelaram perfis sigmoides, permitindo verificar que a totalidade dos fragmentos
desnaturaram, atuando como um controlo de qualidade dos resultados do HRM. A analise das curvas
de melting revelou que o locus VVMDS5 apresentou o maior poder discriminatorio, permitindo
distinguir as quatro castas analisadas. Os loci VVMDZ27 e VrZAG79 diferenciaram trés perfis distintos.
Estes resultados sugerem que a utilizagdo combinada de multiplos loci SSRs ¢ essencial para
maximizar a capacidade discriminatoria da técnica, proporcionando uma abordagem mais robusta na
autenticacao varietal.

Apesar do sucesso na discriminagdo de castas, a técnica SSR-HRM nem sempre permite

estabelecer um paralelismo direto com os perfis obtidos por eletroforese capilar, que distinguem
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amostras homozigoticas e heterozigdticas com base no tamanho dos fragmentos amplificados. Esta
diferenga era expectavel, uma vez que, além das variagdes no numero de repeticdes da regido
repetitiva, podem existir polimorfismos de sequéncia em regidoes fora da regido repetitiva ou a
formacdo de estruturas secundarias nos fragmentos amplificados por PCR, influenciando a
estabilidade térmica e, consequentemente, o perfil de melting.

Desta forma, os resultados obtidos para os loci SSRs nas 11 castas analisadas destacam a
relevancia da caracterizagdo molecular na viticultura, em conformidade com a Legislagao Regional
da Regido Autonoma da Madeira pelas Portarias n® 395/2017 e 396/2017, de 9 de outubro,
contribuindo para a preservacdo do patriménio genético das castas tradicionais da RAM e
assegurando a autenticidade dos vinhos produzidos. Paralelamente, os resultados do presente estudo
sugerem a técnica HRM como uma potencial abordagem inovadora para a identificacdo e futura
rastreabilidade deste material vegetal. Para consolidar sua aplicabilidade e robustez, estudos futuros
devem expandir-se a um maior nimero de castas e aos 9 loci SSRs recomendados pelo VIVC,
avaliando de forma criteriosa quais os SSRs ¢ as castas de referéncia que maximizam a resolucgdo da
técnica na discriminagdo varietal. A ampliagdo do conjunto de dados permitira uma maior
sensibilidade na identificagcdo de variagdes nos perfis de fusdo, refinando a capacidade de distingdo
entre os gendtipos. Adicionalmente, recomenda-se o desenvolvimento de uma base de dados com os
perfis HRM validados, possibilitando e facilitando a identificagdo e a rastreabilidade das castas. Uma
vez expandida e otimizada, a técnica SSR-HRM pode vir a estabelecer-se como uma ferramenta
eficaz para viveiristas, produtores e entidades reguladoras, no controle da autenticidade das plantas

utilizadas na producao de Vinho Madeira.
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7. Anexos
7.1 Extracao de DNA

7.1.1 Preparacao de solucoes

Solugodes:
e 20nM, Na EDTA (pH 8,0)
e 100 nM, Tris-HCI (pH 8,0)
e 1,4M,NaCl
e 2%,CTAB
Tampao de Extracao e 2%,PVP
(100 mL) e 0,2%, B-Mercaptoetanol

e H,O destilada esterilizada
- Adicionar na ordem descrita.
- Apos adigao de todas as solugdes, agitar o tubo invertendo

gentilmente.

e 10 nM, Tris-HCI (pH 8,0)
e 1nM, Na EDTA (pH 8,0)

Tampao TE (pH 8,0):

e 18,612 gNaEDTA

e 2 gNaOH
Na EDTA 0,5 M - Utilizar agitador magnético e aquecimento para dissolver.
(pH 8,0) - Dissolver em H>O destilada (cerca de 2/3 do volume final).
(100 mL) - Ajustar o pH (8,0) com NaOH autoclavado.

- Perfazer o volume com H>O destilada.

- Autoclavar.

o 12,114 g Tris (Trizma)

] - Dissolver em H>O destilada (cerca de 2/3 do volume final).
Tris-HC1 1 M, pH 8,0
- Ajustar o pH (8,0) com HCl autoclavado

(100 mL)
- Perfazer o volume com H>O destilada.
- Autoclavar.
e 2022 gNaCl
NaCl5 M - Utilizar agitador magnético e aquecimento para dissolver.
(100 mL) - Dissolver em H>O destilada (cerca de 2/3 do volume final).

- Perfazer o volume com H,O
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- Autoclavar

e 10gCTAB
- Dissolver em banho-maria 60 °C, com H>O destilada autoclavada
CTAB 10%
(cerca de 2/3 do volume final).
(100 mL)
- Perfazer o volume com H>O destilada autoclavada
- Guardar a 37 °C
e 10gPVP
- Utilizar agitador magnético e aquecer para dissolver (necessita de
PVP 10%
muito aquecimento), com H>O destilada autoclavada (cerca de 2/3 do
(100 mL)

volume final).

- Perfazer o volume com H>O destilada autoclavada

Cloroformio: Octanol

24:1 (v/v)
(100 mL)

e 24 partes de cloroformio (96 ml)
e 1 parte de octanol (4 ml)
- Trabalhar na hotte.
- Guardar a solug@o em temperatura inferior a 23 °C, tapada da luz

com folha de aluminio e na vertical.

7.1.2 Protocolos de extracao

Protocolo A (ISOPlexis)

(Yeates, Gillings, Davison, Altavilla, & Veal, 1998) — Adaptado.

1

N N D B W

. Autoclavar tubos de epp com areia (= 0.25 g por tubo).

2. Misturar 400 pL de tampao de extragdo com 0,25 g de material vegetal (peso seco) e levar ao

vortéx por 10 minutos (tubos ao contrario).

. Adicionar 25 pL. de SDS (10%) e levar ao vortéx por 5 seg.
. Incubar as amostras durante 1 h em banho-maria a 65° C.

. Centrifugar por 10 min a 13 000 rpm.

. Recolher o sobrenadante para um novo tubo.

. Utilizar o pellet para re-extrair DNA seguindo as etapas 2 e 3, incubar a 65° C por 10 min e

seguidamente centrifugar por 10 min a 13 000 rpm.

. Juntar os sobrenadantes a 0,5 do volume de Polietileno glicol (30%) /cloreto de sédio (1,6 M)

e incubar a temperatura ambiente por 2h.
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9. Centrifugar por 20 min a 13 000 rpm, descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 140
uL de TE. Deixar o pellet dissolver.

10. Adicionar 10 pL de acetato de potéssio (7,5 M) (concentragao final de 0,5 M).

11. Transferir as amostras para o frigorifico (4° C) e deixar por 5 min.

12. Centrifugar por 30 min a 13 000 rpm, de modo a precipitar proteinas e polissacarideos.

13. Passar o sobrenadante para um novo tubo.

14. Extrair a fase aquosa com 1 volume de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1 - agitar
sempre a solu¢do). Misturar suavemente e centrifugar por 15 min a 5.000 rpm. Utilizar a hote.

15. Recolher o sobrenadante para um novo tubo.

16. Precipitar o DNA com 1,5 volume de etanol absoluto overnight a -20°C.

17. No outro dia, centrifugar por 30 min a 13 000 rpm, descartar o sobrenadante e ressuspender o
pellet em 25 pL TE. Deixar dissolver durante algumas horas a 4°C, unir as amostras

(replicados) em um unico epp e armazenar a -20°C.

Protocolo B (Rodrigues [20])
(Lodhi et al. 1994) — Adaptado.

1. Num almofariz triturar 10 mg de folhas jovens com azoto liquido (-80°C).

2. Colocar o tecido triturado em tubos eppendorf de polipropileno de 15 mL. Colocar no gelo.

3. Realizar um spin, de forma a misturar todos os compostos e vai a incubar a 60 °C, em banho-
maria, por 25 minutos. Deixar arrefecer a temperatura ambiente.

4. Adicionar 12 mL de cloroférmio: 4lcool isomilico e agitar os tubos (spin) até se formar uma
emulsdo.

5. Centrifugar a 6.000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente.

6. Transferir o sobrenadante para tubos eppendorf e adicionar 6 mL de cloroférmio:alcool
isomilico. Realizar um spin.

7. Centrifugar a 6.000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente.

8. Transferir o sobrenadante para novos tubos eppendorf e adicionar 0,5 volumes de 5SM NaCl a
solucdo resultante dos passos anteriores e misturar.

9. Adicionar 2 volumes de etanol a 95% frio (-20 °C) e refrigerar (4 a 6 °C) por 15 a 20 minutos
até comecgarem a aparecer as cadeias de DNA.

10. Centrifugar a 3.000 rpm durante 3 minutos, aumentar a velocidade para 5.000 rpm por mais
3 minutos.

11. Decantar o sobrenadante a lavar o pellet com etanol 76% frio (0 a 4 °C).
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12.

13.
14.

15.

Remover o etanol do pellet sem secar o DNA deixando os tubos descobertos a 37 °C durante
20 a 30 minutos.

Dissolver em 200 a 300 uL de TE

Ressuspender com 1uL de RNAse A por 100uL de solugdo de DNA e incubar a 37 °C por 15
minutos.

Guardar o DNA a — 70 °C, se por um periodo longo, ou a 20 °C, por um periodo curto.

Protocolo C (Lodhi et al. [78])

1.

10.

1.

12.

13.

14.

15.
16.

Collect unexpanded young leaves in liquid nitrogen or on ice and store at or below -70 °C
until used. Grind 0.5 g of leaves using mortar and pestle in the presence of liquid nitrogen.

Add 5 mL of extraction buffer to the ground leaves and mix in the mortar

. Pour the slurry into clean 15-mL polypropylene centrifuge tubes.

Add 50 mg polyvinylpolypyrrolidone (PVP), (Sigma, P6755) and invert the tubes several
times to mix thoroughly with the leaf slurry; the final concentration of PVP is 100 mg/g leaf

. Incubate at 60°C for 25 minutes and cool to room temperature.

Add 6 mL of chloroform-octanol and mix gently by inverting the tubes 20 to 25 times to form
an emulsion.

Spin at 6.000 rpm for 15 minutes in a tabletop centrifuge at room temperature.

Transfer the top aqueous phase to a new 15-mL centrifuge tube with a wide-bore pipette tip.
A second chloroform-octanol extraction may be performed if the aqueous phase is cloudy due
to the presence of PVP.

Add 0,5 volume of SM NaCl to the aqueous solution recovered from the previous step and
mix well.

Add two volumes of cold (-20 °C 95% ethanol and refrigerate (4 to 6 °C for 15-20 minutes or
until DNA strands begin to appear. The solution can be left for one hour or more if necessary.
Spin at 3.000 rpm for three minutes and then increase speed to 5.000 rpm for an additional
three minutes at room temperature.

Pour off supernatant and wash pellet with cold (0 to 4 °C 76% ethanol. Completely remove
ethanol without drying the DNA pellet by leaving the tubes uncovered at 37 °C for 20 to 30
minutes.

Dissolve in 200 to 300 pL TE.

Treat with I uL RNase A per 100 uL. DNA solution and incubate at 37 °C for 15 minutes.
Quantify DNA in a spectrophotometer at A260.

Keep DNA at -70 °C for long-term or -20 °C for short-term storage.
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Protocolo E
(Lodhi et al. 1994) — Adaptado

1.

2
3.
4

10.

11.

12.

13.
14.

15.
16.

17.

18.
19.

Num almofariz triturar 0,5 g de folhas jovens com azoto liquido (-80 °C).
Colocar o tecido triturado em tubos de polipropileno de 15 mL.

Adicionar 5 mL de tampao de extra¢do e misturar no vortex até obter uma emulsao.

. Incubar a 60 °C, em banho-maria, por 25 minutos agitando ocasionalmente (5 em 5 min) os

tubos para manter o extrato ressuspendido (usar peso sobre os tubos para ndo boiar). Deixar
arrefecer a temperatura ambiente.

Adicionar 6 mL de cloroférmio: octanol (24:1) e agitar, invertendo os tubos gentilmente 20
a 25 vezes até se formar uma emulsao.

Centrifugar a 6. 000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente (23 °C).

Transferir o sobrenadante (usando a pipeta) para novos tubos, adicionar 6 mL de

cloroféormio: octanol (24:1), agitando gentilmente 20 a 25 vezes até se formar uma emuls3o.
Centrifugar a 6.000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Transferir o sobrenadante para novos tubos, adicionar 0,5 volumes de 5SM NaCl a solucao
resultante dos passos anteriores € misturar bem sem ajuda do vortex durante 30 segundos.
Adicionar 2 volumes de etanol a 96% frio (-20 °C) e agitar gentilmente, refrigerando (4 a 6
°C) por 1 hora (periodo de almogo, deixar no frigorifico do piso 2).

Centrifugar a 3.000 rpm durante 4 minutos, aumentar a velocidade para 5.000 rpm por mais
4 minutos.

Descartar o sobrenadante (ndo ¢ necessario pipetar, sO entornar os tubos gentilmente) e
adicionar 500 pL de etanol 76% (ndo usar 70%) frio (0 a 4 °C) ao precipitado.

Centrifugar por 30 minutos a 7.000 rpm.

Remover o etanol do precipitado descartando a fase liquida e depois inverter os tubos sobre
papel absorvente (piso 2). Tapar e levar para o piso 0.

Na estufa (piso 0), deixar os tubos descobertos a 37 °C, sem secar o DNA durante 30 minutos.
Dissolver em 50 puL de TE e agitar com pouca intensidade no vortex, deixando & temperatura
ambiente durante 30 min

Ressuspender com 0,5 pLL de RNase A em 50 pL (razdo de 1 pL por 100 pL de solucdo de
DNA) e incubar a 37 °C por 15 minutos

Realizar limpeza da amostra com kit de purificagdo de DNA

Guardar o DNA a -70 °C, se por um periodo longo, ou a -20 °C, por um periodo curto.

53



7.1.3 Eletroforese em gel de agarose

Preparacao do gel de agarose a 1.5 %:

1.

A

Com uma proveta graduada de 100 mL, meca 100 mL de tampao TAE 1x (40mM Tris-acetato
pH 8, 1 mM EDTA)

Pese 1,5 g de agarose (Molecular grade)

Junte a agarose e o TAE 1X num erlenmeyer de 200 mL

Leve a solugdo a ebuligdo no micro-ondas, agitando ocasionalmente, até dissolver a agarose
Deixe arrefecer até = 55 °C e agite levemente.

Verta o gel no suporte devidamente preparado, com as borrachas e o pente, e deixe solidificar
completamente (+- 20 min)

Cuidadosamente, retire o pente do gel solidificado e coloque o gel na tina de eletroforese
imerso em TAE 1X. Observacao: O DNA tem carga negativa, pelo que a eletroforese corre do
p6lo negativo para o pélo positivo

Verificacdo dos produtos de PCR em gel de agarose:

1.

Utilizando uma micropipeta, carregue numa placa de PCR, 4 pL de GelRed com o nimero de
amostras a utilizar.

Adicione 5 pL. de amostra do produto de PCR fazendo ressuspensao.

Carregue o gel de agarose com o preparado anterior € coloque cada amostra em cada poco.
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7.1.4 Revelacido dos géis para os 9 loci
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