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RESUMEN

En este trabajo se revisa la contribucién de los marcadores moleculares en la iden-
tificacion y mejora de variedades de vid, asi como en el estudio de relaciones genéticas
entre ellas. La correcta identificacién de variedades se ha convertido en una necesidad
de primer orden en la viticultura moderna. Debido a que los métodos tradicionales de
identificacion son arduos se han desarrollado marcadores moleculares que posibilitan
una identificacién rapida y fiable de variedades. Por otra parte, la mejora de la vid, se
ha basado principaimente en la deteccion de los genotipos més interesantes dentro de
cada variedad mediante un largo proceso de seleccién clonal. Para ciertos caracteres de
interés, la seleccién clonal no es aplicable pero tampoco la mejora mediante cruza-
mientos, ya que se enfrenta a limitaciones culturales, técnicas y econdmicas. La utiliza-
cién de ciertos marcadores moleculares puede facilitar y acortar el proceso de seleccion
clonal, hacer viable en muchos casos la mejora mediante cruzamientos e, incluso, la
introduccion de genes de interés mediante biotecnologia. Las relaciones genéticas entre
variedades de vid apenas han sido estudiadas, pero para este analisis, una combinacién
de datos aportados por distintos tipos de marcadores moleculares, es probablemente la
mejor opcidn.

Palabras clave: AFLP, Mejora genética, Relaciones genéticas, ldentificacidn,
[soenzimas, Marcadores moleculares, RAPD, RFLP, STMS, Vitis vini-
fera, Vid.

ABSTRACT
MOLECULAR MARKERS FOR GRAPEVINE CHARACTERIZATION AND
BREEDING

We review here recent contributions of molecular markers to grapevine identifica-
tion, breeding and study of genetic relationships among varieties. The accurate identifi-
cation has become a major concern of the modern viticulture. Traditional procedures,
mainly based on morphological data, are time consuming and labor extensive.
Molecular markers have been developed that permits easy and accurate identification.
Grapevine breeding has been traditionally based on clone selection, which aims to
uncover valuable genotypes within each variety. For some breeding goals, neither
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clone selection nor cross breeding, that face cultural, technical and economical cons-
traints, are useful. The use of molecular markers may simplify the process of, clone
selection, cross breeding and the development of genetic engineered grapevine.
Genetic relationships among grapevine varieties, has been hardly investigated. A com-
bination of data from different molecular markers may probably be the best choice.

Key words: AFLP, Plant breeding, Genetic relationships, Identification, Isozyme,
Molecular markers, RAPD, RFLP, STMS, Vitis vinifera, grapevine.

Introduccion
Concepto de variedad de vid

Restos fésiles de polen y de semillas indi-
can que la vid, como planta silvestre (Vitis
vinifera silvestris o lambrusca), existi6 duran-
te el terciario en Europa oriental, Asia occi-
dental y América. Posteriormente, durante el
periodo glaciar cuaternario, desaparecié de
América y se mantuvo en los bosques circun-
mediterrdneos y del sur del mar Caspio, pro-
duciéndose a partir de ese momento un proce-
so de evolucidn independiente de las distintas
poblaciones (LEVADOUX, 1956).

El cultivo de la vid se inici6 en la regién
transcaucdsica hace unos 6000 afios, cuando
el hombre se hizo sedentario y descubri6 el
interés alimentario de esta planta. Muta-
ciones sobre las lambruscas pudieron favo-
recer la aparicién de formas hermafroditas
mas interesantes para el cultivo, que los
hombres multiplicarfan por estaquillas y
‘domesticarfan’ mediante la poda, dando
lugar, a través de un largo proceso de selec-
cién, a lo que se ha denominado como Vitis
vinifera sativa.

Las vides cultivadas de Europa occiden-
tal tienen distintos origenes: (REYNER,
1991): 1) vides cultivadas en la faja noro-
riental de] Mediterrdneo (desde Grecia hasta
Afganistdn) traidas a occidente por aqueos,
déricos, griegos y romanos. Este material ha
evolucionado como consecuencia de muta-
ciones y por efecto de la seleccidn realizada

por el hombre; ii) cruzamientos naturales
entre las vides cultivadas importadas de
oriente y las lambruscas autdctonas; 1iii)
seleccién de las lambruscas indigenas. Las
nuevas variedades obtenidas durante los
siglos XIX y XX mediante cruzamientos
artificiales, se han difundido poco y hoy
s6lo ocupan un 3% de la superficie total del
vifiedo eurasidtico.

Una variedad tradicional de vid esté for-
mada por un conjunto de genotipos lo sufi-
cientemente similares entre si pero diferen-
tes de otros (desde el punto de vista mor-
folégico, y en ocasiones también tecnoldgi-
co), como para que el viticultor les asigne
un nombre comun (DoAZAN, 1988; REYNER,
1991). Dada esta heterogeneidad intravarie-
tal, serfa mas propio hablar de variedad-
poblacién. Este concepto de variedad, que
resulta peculiar en relacién al aplicado en
otros cultivos lenosos, ha propiciado la apa-
ricién de un nombre especifico tanto en
Francia (cépage) como en Italia (vitigno).

Marcadores moleculares

La historia de los marcadores molecula-
res comienza cuando en 1959 MARKERT y
MOLLER acufian el término isoenzima para
referirse a las distintas formas moleculares
de un enzima, que proceden del mismo indi-
viduo y comparten actividad catalitica. En
general el polimorfismo isoenzimatico tiene
una base genética, ya que las distintas ban-
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das isoenzimdticas derivan de distintos ale-
los para el mismo o distintos loci. Los usos
y ventajas de los isoenzimas para caracteri-
zacién y andlisis genético de plantas han
stdo revisados entre otros por TANKSLEY
(1983), pero la aplicacion en el caso de
especies frutales ha sido excelentemente
analizada por MOORE y DURHAM (1992).

Hasta hace muy pocos afos el mds co-
mun de los llamados marcadores ADN eran
los RFLPs (restriction fragment length
polymorphisms), (GRODZICKER et al., 1974,
BOTSTEIN et al., 1980). La deteccién de
RFLPs depende de diferencias en la secuen-
cia de ADN de los individuos en estudio.
Para detectar esas diferencias se fragmenta
el ADN mediante enzimas de restriccion. El
ADN fragmentado se separa por tamafio
mediante una electroforesis, se desnaturali-
za y transfiere a una membrana, y se hibrida
con una sonda de ADN que deberd estar
marcada para poder visualizar los fragmen-
tos de restriccion que hibridan con la sonda.
Cuando se realiza esto en dos individuos y
se comparan los resultados, probablemente,
se observen diferencias en el tamafio de los
fragmentos de restriccién que hibridan.
Estas diferencias pueden ser debidas a uno o
més cambios de bases que han alterado un
lugar de restriccién en el individuo, o a
cambios estructurales mayores (inversiones,
traslocaciones, deleciones, etc.) que modifi-
carfan la distancia entre lugares de restric-
cién. La utilizacién de los RFLPs en mejora
de plantas ha tenido gran trascendencia y ha
sido objeto de diversas revisiones (TAN-
KSLEY ef al., 1989; IGLESIAS y RoJAS, 1992),
en particular su uso en el estudio de frutales
ha sido tratado por MOORE y DURHAM
(1992), y miés recientemente por HORMAZA
(1996).

En 1984, un grupo de investigadores de-
sarrollé un método de amplificacién de
ADN in vitro, que permitia producir facil-
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mente grandes cantidades de uno o mads
fragmentos especificos (productos amplifi-
cados) a partir de un ADN molde de gran
complejidad. Lo denominaron reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR: polymerase
chain reaction (SAIKI et al., 1985)). Para
que se produzca la amplificacion de ADN,
el método requiere una ADN polimerasa y 2
cebadores. El ADN amplificado puede ser
visualizado por simple tincidn, sin necesi-
dad de una sonda. La PCR detecta diferen-
cias en la secuencia nucleotidica de los frag-
mentos amplificados de los individuos en
estudio. Estas diferencias pueden ser debi-
das al cambio de una o més bases en el sitio
de unién de los cebadores o a cambios
estructurales mayores que modificarfan la
distancia de unién entre los cebadores. La
PCR ha permitido el desarrollo de marcado-
res moleculares que han abierto nuevas
perspectivas para resolver los tradicionales
problemas de caracterizacion.

En este trabajo se presenta una revision
sobre el uso de marcadores moleculares
para el estudio de la vid. Se tratan cuatro
aspectos: identificacién de variedades, me-
jora de la vid mediante seleccién clonal y
mediante cruzamientos, y relaciones genéti-
cas entre variedades.

Identificacion de las variedades

Aunque el material de vid en cultivo es el
resultado de una larga evolucién, hay, sin
embargo, dos acontecimientos que han teni-
do una influencia notable en la conforma-
cién del vifiedo actual: la invasién de la filo-
xera en el dltimo cuarto del siglo XIX y los
trabajos de seleccién clonal y sanitaria, ini-
ciados a mitad del presente (DOAZAN,
1988). Ambos hechos han causado la pérdi-
da de diversidad genética (TRUEL, 1990),
pero han simplificado el panorama varietal,
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propiciando la aparicién de normativas o
reglamentos relativos a la utilizacién de las
variedades en las distintas zonas viticolas.
La correcta identificacién de las variedades
de vid se ha convertido asi en una necesidad
que se ha incrementado en los Gltimos afios.
Por una parte, debido a la creciente partici-
pacidn de los viveros en la produccion y
distribucién de variedades y por otra a la
introduccién de variedades procedentes de
otros paises. El problema de la identifica-
cién pues afecta e interesa tanto a viticulto-
res, como a viveristas y a organismos oficia-
les de control.

Ampelografia cldsica

El primer trabajo sistemdtico de descrip-
cion de las variedades de vid, con objeto de
facilitar su identificacién, lo acometen
ViaLA y VERMOREL (1901-1910). Coincide
en el tiempo con el inicio de la viticultura
moderna, tras la crisis filoxérica. Estos
autores, realizan la descripcidn de las carac-
teristicas morfolégicas, agronémicas y tec-
nolégicas de gran nimero de variedades de
vid. La culminacién de estos trabajos, 50
afios después, se debe a GALET (1964). En
1982 expertos de la O.LV. (Oficina
Internacional de la Vina y el Vino) y de la
U.P.O.V. (Unién Internacional para la
Proteccion de las Obtenciones Vegetales)
aprueban una lista de 130 caracteres morfo-
I6gicos para su utilizacién internacional, en
la descripcion, evaluacién y conservacion
de las diferentes variedades de vid (O.I.V,,
1984). Se pretende asi que las descripciones
sean menos ambiguas y menos dependien-
tes de factores ambientales. Posteriormente,
a partir de dicha lista, se crean otras mas
reducidas, especificas para la distincién de
variedades, establecimiento de colecciones
de genes, trabajos de mejora y descripcion
de variedades (DETTWEILER, 1991). Con

todo, la utilizacion de este tipo de caracteres
descriptivos presenta dos serios inconve-
nientes: cada cardcter debe examinarse en
un estado fenolégico determinado, y deben
utilizarse plantas adultas. Otros métodos
propuestos para la identificacién de varieda-
des de vid, como el estudio de caracteres
morfométricos (Ravaz, 1902; GALET, 1967),
histoldgicos (KaszaB, 1976), morfologia de
polen (AHMEDULLAH, 1986; BEN SLIMANE y
ASKRI, 1990; CABELLO, 1992), o composi-
cién en dcidos grasos de las semillas
(FaNizza, et al. 1986), o bien presentaban
los inconvenientes citados anteriormente, 0
bien no generaban suficiente polimorfismo
para permitir la correcta identificacién de
variedades.

Isoenzimas 'y RFLPs

El estudio de sistemas isoenzimaticos ha
tenido bastante transcendencia. Los trabajos
desarrollados fundamentalmente durante los
afios 80 y principios de los 90, llevaron a la
seleccién de un cierto nimero de sistemas
1soenzimaticos adecuados para la identifica-
cién de variedades de vid (WOLFE, 1976;
SCHWENNESEN et al., 1982; STAVRAKAKIS y
Loukas, 1983; BACHMANN y BLAISCH,
1988; CALO et al., 1989; CABELLO, 1992;
Vidal, 1996). Esta técnica es barata, rapida
y reproducible bajo ciertas condiciones
experimentales (Royo et al., 1997). La exi-
gencia sobre el momento en que debe reali-
zarse el andlisis no es tan estricta como en el
caso de los caracteres morfolégicos. El prin-
cipal inconveniente estd en que el nimero
de sistemas isoenzimdticos que se puede
analizar, y por ende el polimorfismo que se
puede alcanzar es limitado. Esta dificultad
se salva adecuadamente mediante el analisis
de RFLP con sondas minisatélite (JEFFREYS
et al., 1985). Las sondas minisatélite hibri-
dan con regiones del ADN constituidas a
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partir de la repeticion de una secuencia
nicleo de 16 a 64 pb (llamadas minisatéli-
tes). En cada genoma, la sonda suele hibri-
dar en mds de un punto, por lo que se explo-
ran simultdneamente varios ‘loci’. En cada
loci el ensayo permite detectar polimorfis-
mos en el nivel de repeticion de la secuencia
nicleo cuando se comparan unos individuos
con otros. Una misma sonda puede utilizar-
se con éxito en organismos muy distintos,
sin necesidad de un conocimiento previo del
genoma de los organismos a estudiar. El
nimero de polimorfismos que se pueden
obtener es suficiente para la identificacion
de variedades de vid (STRIEM et al., 1990;
BOWERS et al., 1993). No obstante, el ensa-
yo RFLP es comparativamente costoso, téc-
nicamente exigente y requiere bastante
tiempo.

Marcadores moleculares basados en la
PCR

En los ultimos afios se han desarrollado
una serie de técnicas moleculares basadas
en la PCR. Una de las mas sencillas se
denomina RAPDs (random amplified poly-
morphic DNA, (WELSH y MCCLELLAND,,
1990; WILLIAMS ef al., 1990, Figura 1) y
analiza el polimorfismo obtenido al amplifi-
car el ADN gendémico con cebadores esco-
gidos al azar y, por tanto, no es necesario un
conocimiento previo sobre el genoma del
organismo a estudiar. Dado el elevado poli-
morfismo que proporciona y su bajo coste,
se ha utilizado con éxito para la identifica-
cién varietal en vid (COLLINS y SYMONS,
1993; GOGORCENA et al, 1993; JEAN-
JAQUES et al., 1993; MORENO et al., 1995) y
en otros cultivos lefiosos (WILDE et al.,

1. http://wineserver.ucdavis.edu/cpm/grapedna.html
hutp://cgswww.adl.hort.sciro.au/cgsmain.html.
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1992; KOLLER et al., 1993, GOGORCENA y
PARFITT, 1994; WEISING et al., 1995). No
obstante, los problemas de reproducibilidad
entre laboratorios desaconsejan su utiliza-
cion en el establecimiento de bancos inter-
nacionales de datos para la identificacion
varietal (WEISING et al., 1995; WOLFF et al.,
1995; MORENO, 1996).

Para este fin, el estudio de ADN repetiti-
vo de secuencia simple (SSR: simple se-
quence repeat) o ADN microsatélite me-
diante PCR (STMS, sequence tagged
microsatellite site, (LITT y LuTy, 1989;
WEBER y MAY, 1989), fig. 1) ha sido pro-
puesto de forma entusiasta por un grupo de
investigacion australiano (SCOTT y THOMAS,
1994). Los microsatélites son muy abun-
dantes y se encuentran regularmente distri-
buidos por todo el genoma. Para el andlisis
STMS se utiliza una pareja de cebadores
que son complementarios de las regiones
que flanquean a un determinado microsaté-
lite y que permiten su amplificacién. El
polimorfismo deriva de diferencias en el
nivel de repeticion de Ja unidad repetida
dentro del microsatélite, obteniéndose,
numerosas variantes alélicas (Figura 2). El
ensayo es rapido, sencillo y reproducible y
tiene la gran ventaja de que tanto el recuen-
to de bandas como el andlisis de datos
puede automatizarse. Como consecuencia
los datos son facilmente transferibles entre
usuarios (ScoTT y THOMAS, 1994). En
Internet se pueden encontrar varias bases de
datos con los genotipos microsatélite de
numerosas variedades'. El principal incon-
veniente es que la seleccion y caracteriza-
cién de los loci microsatélites utiles requie-
re un trabajo arduo que implica la cons-
truccion de librerfas gendmicas enriqueci-
das en clones que contengan microsatélites,
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AMPLIFICACION RAPD

(cebadores cortos, arbitrarios) /

N° fragmentos: 5-10

Tipo de fragmentos:
preferentemente ADN repetido
Reproducibilidad:

alta intralaboratorio

baja entrelaboratorios ¢

Restriccion

AMPLIFICACION STMS

\ (cebadores largos, especificos)

N° fragmentos: 2 (x4)

Tipo de fragmento:
ADN microsatélite

Reproducibilidad: alta

[ ADN FRAGMENTADO |

Ligacién

\

ADN FRAGMENTADO
CON EXTREMOS
CONOCIDOS

AMPLIFICACION AFLP

(cebadores largos, semiespecificos)

N° fragmentos: 30-60

Tipo de fragmento: variable

Reproducibilidad: alta

Figura 1. Caracteristicas de los principales marcadores moleculares basados en la PCR utilizados
para el estudio de la vid

Figure 1. Main properties of PCR-based molecular markers used for grapevine studies

su secuenciacion y el disefio de cebadores
que amplifiquen /ocus especificos y poli-
morficos. Hasta la fecha sélo han sido
publicados los cebadores para el estudio de
nueve /oci microsatélite en vid (THOMAS y
ScoTT, 1993; BOWERS et al., 1996). No obs-
tante, hoy son numerosos los laboratorios

interesados en la utilizacion de este tipo de
marcadores para identificacién de varieda-
des de vid (BOWERS y MEREDITH, 1994,
CIPRIANT ef al., 1994; BOTTA et al., 1995;
BOWERS et al., 1996).

Otra técnica que permite detectar varia-
ciones en la secuencia nucleotidica y que
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Figura 2. Identificacién varietal en vid mediante STMS. El examen del locus microsatélite VVS |
en 16 variedades de uva de mesa que identifica un total de 5 alelos, senalados por las flechas. Cada
una de las variedades estudiadas queda definida por un par de alelos. En total se observan 6 genotipos
distintos. Los ndmeros situados a la derecha indican tamano molecular en pares de bases (cortesia de
Juan P. Martin y Eva M. Sédnchez)

Figure 2. Grapevine identification with STMS. The analysis of VVSI microsatellite locus in 16
table grape varieties yields 5 alleles (pointed by arrows). Each variety is defined by a pair of alleles.
Overall 6 different genotypes are found. Numbers on the right indicate molecular size in base pairs
(courtesy of J.P. Martin and E.M. Sdnchez)
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puede ser de interés para la identificacién
varietal en vid es AFLP? (ZABEAU y VOS,
1993; Vos et al., 1995). En este caso, el
ADN molde se somete primero a un trata-
miento de restriccién y posteriormente a
una ligacién de pequenos oligonucledtidos
de secuencia conocida Jlamados ‘adaptado-
res’ (Figura 1). La amplificacién se realiza
utilizando cebadores que constan de dos par-
tes, una secuencia complementaria al adap-
tador y que contiene completa la diana de
restriccion, y una secuencia selectiva que
tiene por objeto que sélo amplifique una
fraccién del conjunto de fragmentos de res-
tricciéon generados. A diferencia de los
RFLPs, ahora el polimorfismo deriva prin-
cipalmente de la presencia/ausencia de los
fragmentos de restricciéon amplificados, mas
que de diferencias en la longitud de los mis-
mos. Varios grupos trabajan en la identifica-
cién varietal en vid basada en AFLPs
(CERVERA Y MARTINEZ-ZAPATER, comunica-
cion personal; REISCH, comunicacion perso-
nal). Es de esperar que muy pronto se
conozca la utilidad real de estos marcardo-
res. Aunque hay dudas sobre si los RAPDs
proporcionan una mejor relacién loci poli-
moérficos a loci totales, el nimero de loci
polimérficos por ensayo es mucho mayor en
el caso de AFLPs (Lu ef al., 1996). Por otra
parte, parece que la reproducibilidad entre
laboratorios del ensayo AFLP es superior a
la que se obtiene con RAPDs (Vos et al,
1995; HiLL et al., 1996), por lo que con ellos
serfa mas factible la utilizacién en un banco
de datos internacional. La dificil automati-
zacion del analisis de resultados y el eleva-
do coste unitario del ensayo, quizds sean las
desventajas principales de AFLP frente a
STMS cuando se trata de resolver proble-
mas de identificacion.

2. El nombre AFLP no debe usarse como acrénimo.

Sea cual fuere el marcador molecular que
se utilice, a efectos de identificacion lo ideal
es contrastar en un mismo ensayo la varie-
dad problema con las variedades para las
que se conoce el fingerprint o patrén de
bandas caracteristico. Una misma combina-
cién de marcadores en la variedad problema
y en alguna de las variedades conocidas,
indica que probablemente dichas variedades
sean idénticas. Se estdn llevando a cabo
estudios para determinar esa probabilidad
cuando se utilizan marcadores RAPD y
AFLP (IBANEZ, comunicacién personal;
CERVERA Y MARTINEZ-ZAPATER, comunica-
cion personal). Seglin BOWERS et al. (1996)
la identificacion de cultivares no se debe
basar tinicamente en la coincidencia de per-
files entre cultivar caracterizado y cultivar
problema. Se debe incorporar ademés una
estima de la frecuencia del genotipo proble-
ma en la poblacion de cultivares de V. vini-
fera. La presencia comun de alelos raros en
la variedad problema y en la variedad refe-
rencia avalaria una identidad con mayores
garantias que la presencia comin de alelos
de alta frecuencia.

De igual modo, se puede rechazar la
identidad si la variedad problema presenta
una combinacién de marcadores diferente a
la que caracteriza a la variedad referencia.
También en este caso se debe admitir cierta
posibilidad de error ya que no se puede ase-
gurar que un marcador es caracteristico de
una variedad hasta que no se han analizado
todos los miembros de esa variedad, lo que
en la préctica es inalcanzable. No se ha
investigado con detalle la magnitud de la
variabilidad molecular en el interior de
variedades de vid antiguas, pero los prime-
ros estudios indican que en algunos casos es
importante (ROYO et al,, 1989; MORENO,
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1996; Sensi et al., 1996). De hecho Sensi y
col. han encontrado que aparentemente cier-
tos materiales pertenecientes a la variedad
‘Colorino’ difieren molecularmente mds
entre si que cuando son comparados con
otra variedad. En estos casos existe un ries-
go evidente de tomar un polimorfismo intra-
varietal por polimorfismo varietal, lo que se
puede evitar realizando previamente estu-
dios ampelograficos cldsicos, ya que son
éstos y no los métodos moleculares fos que
han servido para clasificar en variedades el
material de vid.

Mejora mediante seleccion clonal

Origen y uso de la diversidad intravarietal

En la mayoria de los paises con tradicion
vitivinicola, el cultivo de la vid estd regla-
mentado y se basa en la utilizacién de varie-
dades tradicionales, soporte fundamental,
junto a las condiciones edafoclimaticas y las
técnicas de elaboracion, de la tipicidad del
vino (BEssIs et al., 1995). Como consecuen-
cia, la seleccidon clonal o seleccion de los
individuos mas interesantes (cabezas de
clon) dentro de las variedades-poblacién de
vid, es hoy el principal método para la
mejora de la vid de vinificacion.

Tres pueden ser los origenes de la hetero-
geneidad dentro de una variedad de vid
(REYNIER, 1991). En primer lugar, cruza-
mientos naturales sucesivos que dieron
lugar a una descendencia heterogénea y que
el viticultor primitivo clasificé en grupos
mds homogéneos de acuerdo con su fenoti-
po; cada uno de estos grupos constituiria
una variedad (origen policlonal de Ias varie-
dades). En segundo lugar mutaciones que
modificaron ligeramente la morfologia u
otras caracteristicas de los individuos. En
una variedad de vid multiplicada vegetati-
vamente durante siglos sobre grandes super-
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ficies, es muy probable la existencia de una
diversidad de genotipos resultado de muta-
ciones (RoYo et al., 1989). Estos cambios
en general pasan desapercibidos, pero en
algunos casos han sido tan relevantes que
han dado lugar a la constitucién de una
nueva variedad. La ltima fuente de variabi-
lidad serian enfermedades viricas que modi-
fican la morfologia y fisiologia de los indi-
viduos. La diversidad originada por
cualquiera de estas tres vias es seleccionada
por el hombre de forma diferente en las dis-
tintas zonas de cultivo. De esta forma, la
misma variedad en distintas zonas puede
estar constituida por un conjunto de genoti-
pos (clones) diferente (RiVES, 1961).

El que una variedad sea considerada
como una unidad, se debe a que las diferen-
cias entre Jos distintos clones que la compo-
nen no son obvias. Dos clones de una cierta
variedad pueden diferir en la fenologia, en
detalles morfoldgicos poco evidentes como
p. ej. la morfologia floral, en el comporta-
miento frente a enfermedades, en la fecun-
didad, en las caracteristicas tecnoldgicas,
etc. (HipaLGo, 1993; MuNoz ORGANERO,
1995). Muchos de estos factores son suscep-
tibles a influencias ambientales y a agentes
patogenos, por ello, los métodos utilizados
para seleccionar los clones con las caracte-
risticas deseadas, requieren la realizacién de
observaciones periddicas durante muchos
anos, la verificacién constante del buen
estado sanitario de las cepas, y un cuidadoso
disefio estadistico para la obtencién y eva-
luacién de datos (RIves, 1961).

La utilizacién de marcadores molecula-
res para el polimorfismo intravarietal en vid
podria tener interés en las tres fases de una
estrategia de seleccion clonal. Primero, para
evaluar de forma rdpida la diversidad intra-
varietal y localizar el material sobre el que,
preferentemente, podria iniciarse el proceso
de seleccién clonal. Segundo, si se dispusie-
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Figura 3. Deteccion de polimorfismo intravarietal mediante amplificaciones RAPD con un cebador
decdmero (BC-493). Las seis accesiones habian sido clasificadas mediante un estudio ampelogréfico
cldsico como pertenecientes a la variedad ‘Garnacha’, sin embargo presentaron dos modelos de ban-
das RAPD. De cada accesién se muestran dos amplificaciones. El niimero situado a la derecha indica

tamaiio molecular en pares de bases.

Figure 3. Detection of intravarietal polymorphisms with the 10-mer RAPD primer (BC-493). The
six accessions studies were classified after an ampelographic analvsis as ‘Garnacha’ variety.
However, two different RAPD band patterns were found. For each accession o amplifications are
shown. The number on the right side indicates molecular size in base pairs.
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se de marcadores ligados a genes de interés
se podrian localizar rdpidamente los genoti-
pos con el caracter deseado y concentrar
sobre ellos el trabajo de seleccién clonal. En
tercer lugar, los marcadores moleculares
ayudarian a caracterizar e identificar de
forma rdpida y fiable los materiales selec-
cionados.

Deteccion del polimorfismo intravarietal

Trabajos desarrollados recientemente
han llevado a la conclusién de que al menos
una parte del polimorfismo intravarietal
puede ser facilmente accesible a un andlisis
de fingerprinting (SENSI et al., 1996). Pro-
bablemente se trate de una diversidad origi-
nada a partir de cruzamientos naturales (ori-
gen policlonal); los miembros de una
variedad estarfan estrechamente emparenta-
dos pero presentarian genomas con notables
diferencias y facilmente detectables en el
analisis molecular. Estas diferencias escapa-
rfan. no obstante, a un analisis ampelografi-
co cldsico porque no se expresan o porque
afectan a caracteres, como el tamano de la
hoja o el tamafo y compacidad del racimo,
resistencia a enfermedades, fenologia, etc.,
dificiles de interpretar debido a las interfe-
rencias ambientales.

Por el contrario, otra parte de la hetero-
geneidad intravarietal, probablemente aque-
[la que es consecuencia de las mutaciones
somdticas, se ha resistido generalmente a
todo andlisis molecular de fingerprinting.
Aunque hay algunas excepciones (SCHWEN-
NESEN et al., 1982; MORENO, 1996), como la
mostrada en la figura 3, en general se ha
encontrado que ni el estudio de isoenzimas
(STAVRAKAKIS y LOUKAS, 1983; CALO et al.,
1989; ALTUBE er al., 1991). RFLPs, (Bour-
QUIN ef al., 1993; BOWERS ef al.,, 1993;
GOGORCENA et al., 1993), RAPDs (COLLINS
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y SYMONS, 1993, GOGORCENA er al., 1993)
es capaz de detectar este tipo de polimorfis-
mo intravarietal.

La utilizacién de marcadores molecula-
res que permitan explorar simultdneamente
un gran numero de loci altamente variables
podria mejorar la deteccién de mutaciones
sométicas. En estudios sobre vid y peral, YE
et al. (1996) han observado que la realiza-
cioén de un ensayo RAPD con cebadores de
entre 16 y 20 pb da lugar a un mayor nime-
ro de bandas polimdrficas por ensayo res-
pecto a cuando se utilizan cebadores decé-
meros. AFLP es potencialmente interesante
para la caracterizacién de este tipo de
mutantes (CERVERA, comunicacion perso-
nal), ya que permite examinar regiones del
genoma con variabilidad comparable a la
examinada mediante RAPD, pero. dado el
gran numero de loci examinados en cada
ensayo AFLP Ja eficiencia en este caso es
mucho mayor (fig. 4). Recientemente se han
desarrollado algunas técnicas moleculares
que posibilitan el estudio simultineo de
regiones altamente variables (ZIETKIEWICZ
et al., 1994; RoHDE, 1995). No obstante, su
utilidad en la deteccién de mutaciones so-
mdticas estd todavia por demostrar (Mo-
RENO, 1996).

Las técnicas de fingerprinting con mar-
cadores moleculares como minisatélites,
RAPD, STMS, AFLP, etc, realizan un anali-
sis del genoma en el que la deteccién de
polimorfismos se conffa al azar, por lo que
se suelen llamar técnicas de ‘andlisis ciego’
(HAaYMER, 1994). En la prictica, este andli-
sis solo permite la exploracién de una frac-
cion bastante reducida del genoma y quizds
insuficiente para la deteccién de mutaciones
que afectan a uno o pocos fragmentos. Por
ello se estdn buscando métodos que realicen
la deteccién de mutaciones de una forma
mds eficaz.
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Figura 4. Deteccion de polimortismos AFLP en vid. El ADN gendmico de las 69 muestras se some-
tié a un tratamiento combinado con 2 enzimas de restriccién (EcoR1 y Msel), una ligacién de fragmen-
tos de ADN de secuencia conocida (adaptadores) y una amplificacién en dos etapas utilizando cebado-
res basados en la secuencia de los adaptadores, mds [-3 nucledtidos selectivos. Los niimeros situados a

la izquierda indican tamafio molecular en pares de bases (cortesia de M. Cervera y J.M. Martinez)

Figura 4. Detection of grapevine AFLP polymorphisms. Genomic DNA of 69 accessions was sub-
Jected to a combined treatment with 2 restriction enzymes (EcoRI and Msel), ligarion of short DNA
fragments of known sequence (adapters), and a rwo step amplification using primers based on the

adapters sequence plus a 1-3 nucleotides selective sequence. Numbers on the left side indicate mole-
cular size in base pairs. (courtesy of M. T. Cervera and J.M. Martinez)
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Los métodos de enriquecimiento diferen-
cial de ADN (LISITSYN et al., 1993; Ro-
SENBERG et al., 1994) desarrollados para el
estudio de mutaciones en animales podrian
ser utilizados en plantas. Estos se basan en
técnicas de hibridacién sustractiva que per-
miten la purificacién o enriquecimiento de
los fragmentos de ADN presentes en el
genotipo mutante y no en el normal o vice-
versa. Una vez clonado el fragmento dife-
rencial, puede utilizarse para construir una
sonda o para definir un ensayo de PCR
especifico. Pancaldi et al. (Universidad de
Bolonia, comunicacién personal) estdn tra-
tando de caracterizar mutantes somaticos de
manzano mediante una de estas técnicas.

También es posible que las mutaciones
somdticas no sean detectadas, porque no
afecten o afecten minimamente a la movili-
dad del ADN en un gel de agarosa. En este
caso las llamadas DNA screening techni-
ques (LESSA y APPLEBAUM, 1993), que per-
miten la separacion de las moléculas de
ADN no sélo en funcién de su tamafio sino
también de su secuencia, pueden comple-
mentar eficazmente el analisis tradicional
de fingerprinting. La mas sencilla de estas
técnicas seria el andlisis heteroduplex de
amplificaciones RAPDs (MCCLELLAND et
al., 1994). El descubrimiento de que la
molécula heterodiplex formada a partir de
productos de amplificacién de naturaleza
alélica podia detectarse como una banda
nueva, fue realizado por Ayliffe y col. en
1994, cuando buscaban marcadores RAPDs
ligados a genes de avirulencia en un hongo
parasito de lino (AYLIFFE et al., 1994). Las
moléculas heterodiplex se pueden formar si
se mezcla ADN molde (template mixing) de
dos individuos con distinto alelo (individuo
‘normal’ e individuo mutante) antes de la
PCR, o si se mezclan productos de amplifi-
cacion alélicos obtenidos independiente-
mente (product mixing) y se desnaturaliza y
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renaturaliza lentamente la mezcla (Davis et
al., 1995). Otra de estas técnicas, también
muy facilmente adaptable a un anélisis de
fingerprinting mediante PCR, se denomina
SSCP (single stranded conformation poly-
morphisms (ORITA et al., 1989)). La capaci-
dad de distinguir fragmentos de ADN
mutantes se basa en dos principios: 1) la
conformacién molecular del ADN de cade-
na sencilla es dependiente de la secuencia
de nucledtidos y es por tanto modificada por
mutaciones puntuales, inserciones y dele-
ciones; 1i) cambios, incluso menores, en la
conformacién del ADN de cadena sencilla
pueden afectar a su movilidad en geles nati-
vos de poliacrilamida. La técnica SSCP per-
mite distinguir fragmentos de ADN (<300
pb) que difieren en tan sélo la sustitucién de
un par de bases entre varios cientos de
bases.

Mejora mediante cruzamientos

Mejora cldasica

Los primeros trabajos sisteméticos de
mejora de la vid mediante cruzamientos se
realizaron en Francia a finales del siglo
pasado para luchar contra la filoxera y en-
fermedades flingicas procedentes de Amé-
rica. La estrategia consistié en cruzar Vitis
vinifera con distintas especies de Vitis ame-
ricanas resistentes a dichas enfermedades.
En la mayoria de los casos los hibridos, si
bien ganaban en resistencia, perdian en apti-
tud para vinificacién ya que los caracteres
no deseados eran dificiles de eliminar me-
diante retrocruzamientos por ser de tipo po-
ligénico y los parentales ‘élite’ altamente
heterocigotos. Este hecho junto con la solu-
cidén que supuso la utilizacion de patrones
resistentes llevé a que los programas de
mejora se abandonaran al poco tiempo de
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haber comenzado. La mejora de Ja vid me-
diante cruzamientos intraespecificos ha te-
nido mayor éxito, pero en el caso de las va-
riedades para vinificacién su desarrollo se
ha visto frenado por la controversia sobre la
calidad y uso de las nuevas variedades. Tal
polémica no se basa seglin ALLEWELDT y
PossINGHAM (1988) en criterios objetivos,
sino que seria mas bien un debate que
enfrenta la visién progresista y tradiciona-
lista de la viticultura.

La mejora de la vid supone normalmente
el cruzamiento de unos parentales altamente
heterocigotos y la seleccién sobre la pobla-
cién resultante (pseudotestcross population)
que segrega: 1) 1:2:1 o 3:1 para caracteres
co-dominantes y dominantes, respectiva-
mente, presentes en heterocigosis en ambos
parentales y ii) 1:1 para caracteres presentes
en heterocigosis en un parental y en el otro
como homocigético recesivo. Los indivi-
duos seleccionados se mantienen mediante
reproduccién vegetativa. El proceso requie-
re bastante tiempo, es laborioso y caro por
varios motivos. Primero, la vid presenta un
periodo juvenil de 2 a 5 aflos que impide la
seleccion temprana de los caracteres solo
observables en plantas adultas. Esto retrasa
y encarece el proceso de seleccion haciendo
impracticable trabajar, como serfa deseable,
sobre grandes poblaciones segregantes.
Segundo, muchos de los carateres de inte-
1és, tales como forma de la baya y del raci-
mo (SpIEGEL-ROY, 1980), momento de la
maduracién (SPIEGEL-ROY, 1981), resisten-
cias horizontales a plagas como la filoxera,
o enfermedades como oidio y mildiu
(LopHI, 1994), son poligénicos. Por dltimo,
para algunos de los caracteres la variacion
del fenotipo que es atribuible a efectos
genéticos no es alta (baja heredabilidad).
por lo que el proceso de seleccién es poco
eficiente (RIEMENSCHNEIDER ¢t al., 1988).

Etiquetado de genes

Si se dispone de marcadores moleculares
ligados a genes de interés, el mejorador en
lugar de seleccionar a través del fenotipo
observable en campo lo haria en funcién del
genotipo (‘fenotipo molecular’). De esta
forma, se puede acometer una seleccion
temprana, se puede abordar con éxito la
seleccién de caracteres poligénicos, y por
Gltimo, se puede seleccionar incluso para
caracteres de baja heredabilidad ya que la
variacién del fenotipo molecular es casi
exclusivamente atribuible a efectos genéti-
cos {(RIEMENSCHNEIDER ef al., 1988).

Para que el etiquetado de genes de interés
sea efectivo, es necesario que el marcador
molecular y el gen no disten mds de 5¢cM
(MOORE y DURHAM, 1992). En general, esto
es dificil de conseguir mediante la utiliza-
cion de isoenzimas o de RFLPs, en el pri-
mer caso por el reducido nimero de marca-
dores disponibles y en el segundo por el
elevado coste. En este sentido la utilizacidn
de técnicas PCR basadas en la utilizacion de
cebadores arbitrarios resulta muy ventajosa,
ya que proporciona un nimero virtualmente
ilimitado de marcadores a un coste bajo.
Como ocurre en otras lefiosas (HORMAZA,
1996), en vid no se han desarrollado lineas
casi isogénicas, por lo que el marcaje mole-
cular de genes mayores se debe realizar
mediante la estrategia denominada bulked
segregant analysis BSA (MICHELMORE ef
al., 1991). Con este procedimiento se han
encontrado marcadores RAPD ligados al
cardcter apireno (STRIEM er al., 1994). La
deteccidn de poligenes o QTL (quantitative
trait loci) debe realizarse, en cambio,
mediante otros métodos como el de mapeo
por intervalos de marcadores adyacentes
(LANDER y BOTSTEIN, 1989) en un mapa de
ligamiento. Hasta ahora no se cuenta con un
mapa genético para Vitis vinifera y s6lo se
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dispone de un mapa para Cayuga White (un
hibrido complejo de Vitis vinifera, V. labrus-
ca, V. rupestris v V. aestivalis) y otro para
Aurore (hibrido complejo de V. vinifera, V.
rupestris vy V. aestivalis) (LODHI et al.,
1995a). Estos mapas fueron construidos a
partir del estudio de una poblacion resultan-
te del cruce de dichas variedades. Se tuvie-
ron en cuenta marcadores isoenzimaticos,
RAPD y RFLP. Su analisis permitié la loca-
lizacién de QTLs para 34 caracteres vegeta-
tivos, reproductivos y de resistencia a enfer-
medades. La rapidez de obtencidn y bajo
coste de los marcadores RAPDs permite
saturar rapidamente Jos mapas. Su principal
inconveniente es que no siempre es posible
utilizar los marcadores RAPDs en otras
poblaciones distintas a aquellas en las que
fueron detectados por primera vez (LODH! ef
al., 1995b). Los marcadores AFLP son
especialmente interesantes para la satura-
cion de mapas genéticos. En este caso, el
costo unitario del ensayo es muy bajo ya
que se aprovecha completamente la capaci-
dad de los AFLP para analizar muchos /oci
simultaneamente. Ademds, la reproducibili-
dad de estos marcadores es generalmente
superior a la de los RAPDs, pero al igual
que con estos, se deben construir nuevos
mapas con cada nuevo cruzamiento.

Es de esperar que en un breve plazo se
disponga de poblaciones obtenidas del cru-
ce V. vinifera x V. vinifera segregantes para
caracteres de interés en nuestra viticultura.
En lo que a uva de mesa respecta se han
dado ya los primeros pasos (CENIS, comuni-
cacion personal).

En paises como Espafia, Italia o Francia
en los que las variedades para vinificacién
tradicionales tienen gran arraigo, no hay
apenas demanda de nuevas variedades ni de
vinos con caracteristicas novedosas. En es-
tos casos, no tiene sentido la mejora me-
diante cruzamientos. La introduccion de
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genes de interés, como resistencia a enfer-
medades y otros, deberia hacerse sin alterar
por lo demds las caracteristicas del material
a mejorar. La transformacién genética via
Agrobacterium o mediante ‘bombardeo’ de
genes puede también ser de gran interés en
el futuro (LE Gall er al., 1994; MARTINELLI y
MANDOLINO, 1994; KRASTANOVA ef al.,
1995). La existencia de marcadores molecu-
lares muy estrechamente ligados a los genes
de interés puede ser de gran utilidad para su
clonaje y para el seguimiento de los genes a
msertar (MICHELMORE, 1995).

Relaciones genéticas entre las variedades
Unidades taxonomicas de Negrul

Para la clasificacidn de las variedades de
vid, LEVADOUX (1956) recomienda utilizar
las unidades taxondmicas propuestas en
1938 por NEGRUL, seglin €l cual, las varie-
dades que con un mismo origen geografico,
comparten caracteres ampelogrificos y
agronémicos, forman un ‘sortotipo’ o ‘fami-
lia de variedades’. Cada ‘sortotipo’ estd
compuesto a su vez de ‘sortogrupos’, con-
cepto similar al de variedad pero ampliado a
los clones aparecidos por mutacién somaéti-
ca. Los componentes de un ‘sortogrupo’ se
distinguen generalmente por un carécter o
un pequefio nimero de caracteres como
ocurre por ejemplo entre Pinot Noir, Pinot
Gris, Pinot Blanc y Pinot Meunier. Lamen-
tablemente, falta un trabajo de agrupacion
de las variedades esparfiolas utilizando estas
unidades taxondmicas.

Isoenzimas v RFLPs

Se ha tratado de encontrar una base gené-
tica para las agrupaciones de Negrul me-
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diante la utilizacién de distintos marcadores
moleculares. Al estudiar proteinas de reser-
va 0 isoenzimas mediante un analisis de
presencia-ausencia, la agrupacion obtenida
frecuentemente no se correspondia con la
esperada en funcion del origen geografico y
la morfologia de las variedades (BENIN et
al., 1988; SCIENZA et al., 1994). Segun estos
autores, la falta de correlacion quizd se deba
a que se han estudiado muy pocos marcado-
res (entre 30 y 50 bandas segtin los casos), y
sobre un nimero demasiado reducido de
variedades. Por el contrario, mediante el
analisis presencia-ausencia de 111 bandas
RFLP, BOURQUIN ef al. (1993) encontraron,
en general, una buena correspondencia con
las agrupaciones derivadas de estudios am-
pelograficos cldsicos. Como ocurria para la
identificacion de variedades, esta metodolo-
gia es adecuada pero resulta cara y laborio-
sa.

Marcadores moleculares basados en la

PCR

Mediante marcadores RAPDs, se han
investigado las relaciones en el interior del
grupo de variedades tipo “Riesling y del
sortogrupo Pinot”, no encontrdndose una
relacién molecular entre la mayoria de los
elementos del primer grupo pero si del se-
gundo (TSCHAMMER y ZYPRIAN, 1994). Se
han estudiado, asimismo, las relaciones
genéticas entre 12 variedades de vid anti-
guas pertenecientes a dos zonas de cultivo
bastante alejadas dentro de Espana, Madrid
y Pontevedra (MORENO, 1996; ViDAL, 1996).
La mayoria de las variedades de cada zona
de cultivo quedaron agrupadas. También
este tipo de marcadores ha sido utilizado
para estudiar las relaciones entre Vitis vini-
fera ssp. silvestris (Jambruscas) y varieda-
des cultivadas (GRANDO et al., 1995). En
este caso no se han encontrado diferencias

significativas entre los materiales silvestre y
cultivado, lo que irfa en favor del origen
‘postcultural’ (antiguas variedades que se
han asilvestrado) o subespontdneo (material
procedente de semilla de variedades cultiva-
das) de las lambruscas. Los resultados obte-
nidos en estos trabajos no aclaran si los
RAPDs pueden proporcionar una explica-
cion genética a las agrupaciones de Negrul.
Sin embargo, aunque en ocasiones exista
discrepancia entre las relaciones estableci-
das mediante datos morfolégicos y datos
RAPDs, ello no implica una menor calidad
de estos Gltimos. Estas discrepancias podrian
ser debidas a que los marcadores RAPDs
permiten la exploracién de regiones no
codificantes y con ello el examen de la
genética que no ha sufrido interferencia de
la presion de seleccidn (HAYMER, 1994),

Recientemente SENSI et al. (1996) han
utilizado la técnica AFLP para el estudio de
relaciones genéticas entre distintas accesio-
nes de Sangiovese y Colorino, dos antiguos
cultivares de vid originarios de Italia. En
general, se ha encontrado que las distintas
accesiones de cada cultivar quedan agrupa-
das pero, en algunos, accesiones correspon-
dientes a la misma variedad presentan un
grado de similitud molecular inferior al que
presentan accesiones pertenecientes a dis-
tintas variedades. Segtin los citados autores
esto puede ser debido a que probablemente
Sangiovese 'y Colorino sean variedades
cuya diversidad intravarietal es de origen
sexual, aunque no hay que descartar que
alguno de los materiales estudiados no per-
tenezcan (a pesar de su nombre) a ninguna
de las dos variedades.

Hasta el momento sélo han sido caracte-
rizados 9 loci microsatélite (THOMAS y
ScotT, 1993; BOWERS et al., 1996), un nd-
mero demasiado bajo para obtener una esti-
macidn no sesgada de las relaciones genéti-
cas entre variedades. En el futuro, a medida
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que este nimero aumente y el analisis se
extienda a nuevas variedades, la acumula-
¢ién en una dnica base de datos de los resul-
tados obtenidos por distintos laboratorios,
permitird obtener una vision general de las
relaciones genéticas del germoplasma culti-
vado mundialmente (BOWERS, ef al., 1996).

Conclusiones y perspectivas futuras

Es de esperar que la mayor parte de las
mas de 5.000 variedades de vid que existen
en el mundo pueda ser caracterizada con
fines de identificacién mediante cualquiera
de los marcadores PCR mencionados. No
obstante, es posible que la utilizacién de
STMS de cebadores largos y especificos se
acabe imponiendo por su buena adecuacién
para el establecimiento de bases de datos
internacionales y por la gran ventaja que
supone la automatizacion del andlisis cuan-
do se estudian miles de muestras.

La utilizacién de marcadores molecula-
res en el proceso de seleccién clonal de vid
puede tener en el futuro gran importancia.
Ahora se estan dando los primeros pasos en
la caracterizacién de la variabilidad intrava-
rietal en la vid. Una parte de esta variabili-
dad, probablemente aquella originada a par-
tir de cruzamientos naturales, puede ser
detectada facilmente como RAPDs o me-
diante AFLPs. En cambio la variabilidad
asociada a mutaciones que afectan a pocos
loci no es facilmente accesible a un andlisis
de fingerprinting. En este caso, la utiliza-
cién de las llamadas DNA screening techni-
ques y de las técnicas de enriquecimiento
diferencial de ADN deberan ser considera-
das en estudios futuros.

Factores culturales, econémicos y técni-
cos han propiciado la seleccion clonal como
principal método de mejora de la vid. En el
futuro, la simplificacién y abaratamiento de
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los métodos de seleccion (clonal o en pobla-
ciones segregantes), por un lado, mediante
la utilizacién de marcadores moleculares.
Por otro, la posibilidad de clonaje e intro-
duccién de genes de interés procedentes de
otras especies ademds de las exigencias
derivadas de una agricultura més respetuosa
con el medio ambiente, probablemente,
apuntaran nuevos caminos para la mejora de
la vid. Para estos objetivos el ‘etiquetado’
de genes de interés serfa el primer paso.

En general, las relaciones genéticas entre
las variedades espafiolas y entre éstas y las
cultivadas en otros paises de tradicién viti-
cola estdn todavia por determinar. Es un tra-
bajo amplio y multidisciplinar en el que
métodos PCR basados en la utilizacién de
marcadores (RAPD, AFLP, etc.) pueden ser
muy utiles para realizar una primera aproxi-
macién al problema. No obstante, en la
medida en que nuevos /oci microsatélite
vayan siendo caracterizados, podréan ser uti-
lizados para obtener una visién global de las
relaciones entre las variedades de vid culti-
vadas en el mundo.
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