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_ RESUMO

A descricdo morfologlca € a -‘ampelometria  sdo 08 metodos usual-

“mente utilizados na caracterizacho ampelograflca das’cultivares de videira:

A caracterizaglo liscenzimética, metodo L testado ‘ha 1dent1f1cagao
de outros géneros, oferece também potencmhdades interessantes para.a

caractemzagao das castas
Em 1987 “iniciou= se um  estudo de caractemzagao 1soenz1mat1ca de

algumas cultivares portuglesas de Vitis vinifera L.
O estudo incidiu sobre 3 complexos enz1mat1cos as: fosfatases acidas;
as-esterases carboxilicas % .e B, e a GOT. s :
-Os - ensaios  bioquimicos foram: levados & efelto a0 longo do c1c10
vegetatlvo da, videira, em folhag jovens perfe1tamente caracterizadas.
‘ As esterases foram g enzimas que ‘apresentaram ' os rhelhores resul-
tados, no estado . fenocldgico  botdes florals separados:

INTRODUCAO

A identificaciio de uma cultivar numa cultura como a da

vinha, tem grande importancia técnica e econémica.

Neste trabalho, indicamos quais os métodos actualmente_
utilizados para descrever e identificar castas, assim como infor-
mamos sobre um ensaio realizado com a finalidade de testar
a apl1cab111dade da caracterizacio isoenzimatica na 1dent1flcagao

de cultivares de v1de1ra

Tradlcmnalmente a 1dent1flcagao de castas é feita: por -
espec1a11stas que as distinguem através de métodos empiricos
baseados nas suas caracteristicas morfologlcas Estes métodos
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como facilmente se depreende, sdo extremamente subjectivos
e de dificil transmissio.

Dai, o grande interesse em idealizar e estudar metodologia
que permita uma identificacdo tdo objectiva quanto possivel
das cultivares de videira. ‘ :

Ao longo dos anos, diversos autores criaram - descritores
padronizados onde sfo indicadas as caracteristicas a observar
para se conhecer e identificar uma ecasta. Actualmente; o con-
junto de descritores mais divulgado e aceite internacionalmente
foi elaborado pelo OIV (Office Internacional de Ia Vigne et
du Vin), em 1983, e contrlbulu de modo decisivo para a unifor-
mizacdo das descrlgoes morfologicas. Porém, estes descritores
ndo tém permitido a distincdo de castas, continuando a ser
imprescindivel o recurso ao especialista.

Face a esta situacio varios autores desenvolveram metodos'
ampelométricos baseados em medicoes efectuadas sobre Orgéos
vegetativos da videira, E‘stes sfo: mais objectivos JZL que queltou
a anilise matematica. ‘

Do conjunto de métodos ampelométricos ex1stentes merecs
especial realce o Método Filométrico de Actlircio Rodrigues
(1952). Este baseia-se nas coordenadas da folha de videira, e
apesar de idealizado na década de 50, permite, ainda “hoje, a
analise dos seus dados pelas técnicas mateméaticas mais moder-
nas, nomeadamente por taxonomia numérica.

A caracterizacdo ampelograflca de castas portuguesas tem
sido executada com recurso aos dois métodos acima referi-
dos, i, e.:

1. A caracterizacio morfoldgica utilizando o conjunto de
 descritores do O1V;

2. A caracterizacio ampelométrica com recurso 4o metodo
filométrico de Actrcio Rodrlgues :

No entanto, estes' métodos néo tém permitido per si' a
de castas semelhantes

Numa  tentativa de ultrapassar as desvantagens acima
mencmnadas, hoje em dia comeca a ser utilizado para a videira
um método j& testado na 1dent1f1cagao de . outros generos—-
a . caracterizacgéo  isoenzimatica.



O que torna a utilizagdo das -isoenzimas aliciante é a sua
estabﬂldade aos factores ambientais, :
- Os- metodos morfolégicos e os ampelometmcos utlllzam

\fenot1pos relativamente d1stantes da informacédo genetlca e
~,1nfluenc1ave1s pelo meio e pelo estado de desenvolvimento da
planta. Por outro lado, uma andlise genética requer equipa-

mento sof1st1cado, mex1stente na ‘maioria dos laboratonos As
enz1mas, produtos quase directos dos genes, nio sdo, em prm—
cipio, afectadas pelas condicbes ambientais. Estas néo parecem
intervir na composicao. e na sequenma dos amlnoamdos enzi-
méticos, e, consequentemente na pomgao das bandas dos perfls
1soenz1matlcos :

Para este método ter aphcabllldade na v1de1ra é necessario
encontrar enzimas que garantam as condicoes enunmadas por
Slngt et al. (1983), citado por Castro (1988)

1 Que cada casta tenha os seus perfis enz1mat1cos carac-
teristicos, ac menos num locus, e, portanto dlstmtos
_ dos revelados pelas outras castas ‘ ‘
2 Que 08 ‘perfis isoenzim4ticos dos individuos pertencentes
a mesma casta apresentem Varlagao mlmma ou mesmo
 nula; :
3. Que nio haja 1nf1uen(31a amblental na expressao dos
 perfis;
4, ,Que haJa reprodunblhdade dos resultados tratando-se,
como §é 0 caso, de um processo laboratorlal

Paralelamente a, act1v1dade enz1matlca nao e a mesma em

ktodos 0s orgaos da videira. Algumas enzimas poderdo ser activas

em dado temdo eestar ausentes noutro tecido do mesmo 1nd1v1duo
A 1dent1flcagao de cultlvares de videira por métodos bio- ‘
qu1m1cos nomeadamente a electroforese de 1soenz1mas utlhzando
varios tec1dos, j& foi ensalada por varios autores. Wolfe (1976)
e Schwennesen ot al. (1982) utilizaram bagos maduros Dal
Belin Peruffo et al. (1981) folhas, Stavrakakis e Loukas (1983),
e Cargnello et al. (1988) utilizaram polen, fmalmente,
Bachmann e Blaich (1988)- o floema dos entre-nos
- Em 1987, inicidmos o estudo de: 1dent1flcagao de castas

portuguesas por electroforese de 1soen21mas fohares em gel de

pollacrﬂamlda.
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MATERI AL E METODOS

« O estudo incidiu sobre 5 castas @ ampal B, Boal Vencedor B
Rabo de Ovelha B, Trmcadewa das Pratas B e Tinta Mluda T) :
e 3 clones da mesma casta (Jampal)

A colhelta de materlal blologlco reahzou se ao longo doa
ciclo vegetativo da videira e foi controlada em fungao dos -
estados fenolégicos <<cachos separados», «botdes florals sepa-
radosy e <<floragao>> ; , , ~

0 materlal biologico utlllzado foi a folha Jovem dev1do a
estudos prévios terem determmado que ela permite obter boas
. separagdes 1soenz1matlcas € que devido ao seu baixo teor em
Isubstanmas fenollcas estas nio mterferem no processo de extrac-
cdo e anélise das enzimas, ‘

A folha jovem tambem permlte um perlodo relatlvamente'
d1latado na colheita das amostras — de Maio a Julho. Conside-
ramos folha jovem a que possui a nervura principal aproxima-
damente iguala 1lem de comprlmento, correspondendo a 22 folha
expandida da extrem1dade do lancamento.

As enzimag estudadas foram as fosfatadas ac1das (AP),
as esterases carboxilicas « e 8 (E), e a glutamato oxaloacetato
transaminase (GOT). A separacio das enzimas foi feita de
acordo com Davis e Ornstein (1961), num gel a 89 de acri-
lamida, e a revelagao processou-se de acordo com a metodologla
descrita por Schwartz et al. (1963), Markert e ‘Hunter (1959),
e Scandalios (1969), respectlvamente para a GOT AP e E.

O estudo incidiu sobre estas enzimas uma vez que quando
inicidmos este trabalho, elas estavam a ger usadas com sucesso
na: 1dent1flcagao de outros géneros nomeadamente Zupmus, tri-
ticum e triticale. Paralelamente, outros autores haviam testado
‘com bons resultados na caractemzagao isoenziméatica de algumasr
espécies e cultivares de Vitis, a fosfatase do bago (Wolffe, 1976;
Schwennesen et al., 1982), e as esterases do poélen (Stavrakakls'
e Loukas, 1983) e da folha (Dal Belin Peruffo et al 1981) ‘

RESULTADOS E mscuss,&o ‘

Os perfls enziméticos das 3 enzimas. estudadas apresentaram
variacoes ao longo do ciclo vegetatlvo da videira, como por
exemplo se pode observar no Quadro I, referente as bandas
1soenzxmat1cas da fosfatase na casta Jampal (clone Ty).



QUADRO: I
Vamagao a0 longo do: ¢ciclo vegeta’clvo da videira das:bandas isoenzimaticas
da fosfatase no clone T, de Jampal S :

Vamatw'n pendant le - cysle vegemtzf des cepages des bonds zsoenzymanques :
des fosfatases doms le: clone Ty-de Jampal ‘
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" Bandas is oenz1matlcas das esterases no: estado fenologmo
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Para obtermos uma. comparabllldade entre castas somos,
assim, obrigados a determinar uma epoca de amostragem bem
determmada »

. No estado fenologlco <<botoes florals separados» ‘08 zimo-
gramas das esterases apresentaram bandas iguais nos 3 clones
de J ampal e varidveis de casta para casta, como se pode observar
no Quadro II, tornando possivel a distincdo das castas em
estudo. Nas restantes fases do ciclo vegetativo € para-as res-
tantes enzimas os zimogramas séo 1guals em castas diferentes,
nao as permitindo dlstmgulr ou sao dlferentes nos clones da
mesma casta. '

Verificou-se ainda que, a actividade enzimética nas folhas
Jovens cessou com a paragem do seu crescimento.

CONCLUSCES ~

A var1acao da actividade enzimatica ao longo do ciclo vege-
tativo e o bom poder discriminante das esterases no estado
fenologico «botdes florais separadoss, levam-nos a ‘prosseguir
os estudos segundo duas linhas de orientacéio:

1. Escolha do estado fenolégico «botdes florais separadoss
para‘fazer a colheita do material biolégico, evitando-se
a variacdo da actividade enzimética ao longo do ciclo
vegetativo;

2.. Continuacéo da. pesqmsa de. enzunas que possuam acti:
vidade estavel;

Estas duas linhas de orlentagao sfo tanto mais 1mportantes
quanto é nossa opinido que este método s6 serd verdadeira-
mente descriminante, possibilitando a dlstlngao de cultivares, se
forem utilizados varios s1stemas de bandas enziméticas poli-
morficas.

RESUME
Méthodes utilisées pour la caractérisation des cépages.
Essayage de caractensahon isoenzymatique

Lia description morphologique et la’ ampélometrie sont les meéthodes
qui:on ut111se en général, pour 1a caractérisation ampelographlque des
cepages :

L caractérisation 1soenzymauque‘ ‘méthode " deja  étudiée pOur la
identification d'autres genres, beut avoir un role egalement trés 1mportant'
dans la, caractémmatlon des cépages..
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Dans:Pannée 1987 nous avons commencé un- étude sur-la caracterlsatlon
isoenzymatique ' 'de quelques cépages portugaises: :

On..a étudié trois complexes enzymatiques: les phosphatases. acides,
les carboxyls estérases ¢ etf, et-la GOT,

cLies-essals biochimiques ‘ont: ét€ faits en jeunes feullles parfaltement
1dent1f1ees pendant le ‘cycle ' végétalif des cépages. :

Les ‘estérases ont furent étées . les enzymes qui’ ont présenté les
meilleurs  resultats ‘dans I'état  phenologique: «boutons  floraux  séparéss.

SUMMARY

Methods used for the characterization of Vitis vinifera L. cultivars.
A study on enzymatic characterization

The morphological description and the ampelometrys are the methods
that have generally been used: for the ampelographic characterization - of
Vitis ‘vinifera. varieties. ; e

-~ ‘The is‘oenzyma.tic “characterization; ‘another method already - tested
to: identify other 'species, alsd offsrs rather mteres‘cmg potentlahtles to
characterize vine varieties :

In 1987 ‘we began a study alming to do the isoehzymiatic characte-
rization -of ‘some Portuguese vine varieties of Vitis winifera.:

‘We -have considered: three enzymes in ‘our study the acid phos~ :
bhatase, 5 and B esterases and GOT:

The biochemical experiments were' carried out throughout the growmg
cycle of'the vine; “in - perfectly defined ‘young:' leaves.

The esterases were among  the studied enzymes the ones ‘that have
displayed-better results in the phenoclogical state: separated flower-buds.
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