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Técnicas moleculares para
la identificacion varietal y
clonal de la vid

La identificacidn y certificacion genética de variedades
y clones se traduce en un mejor control de la produccion vy,
por lo tanto, en un incremento de su calidad

Cada variedad de vid es, como un individuo humano, una
combinacion genética Unica e irrepetible
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La identificacion del material vegetal
es una cuestion de creciente importancia
en la moderna produccién agraria. Por
un lado, las inversiones necesarias para el
desarrollo de nuevas variedades impulsan
a los obtentores a disponer de métodos
que permitan controlar la comercializa-
cién de las variedades que han desarro-
llado. Por otro, el coste de la planta para
el agricultor y sus exigencias de calidad
hacen que sea importante asegurar que
la planta, o la semilla adquirida, corres-
ponde efectivamente a la variedad dese-
ada. Finalmente, resulta de interés tipifi-
car genéticamente las variedades tradi-
cionales tanto para responder a las nece-
sidades de estandarizacion del mercado
como para decidir sobre la diversidad ge-
nética que es necesario conservar en los
bancos de germoplasma.

Identificacion varietal
en vid

Tradicionalmente, la identificacion de
las variedades de vid se basa en la eva-
luacion de una serie de caracteres morfo-
l6gicos descritos por la O.L.V. Sin embar-
go, esta descripcion es necesariamente
lenta dado que requiere el seguimiento
de estos caracteres a lo largo del desa-
rrollo de la planta, asi como una gran ex-
periencia por parte del ampelégrafo que
los describe. Otros métodos, basados en
el uso de diferencias varietales en la com-
posicion de proteinas o en la secuencia
del ADN, la molécula que contiene toda
la informacién genética del organismo,
se han demostrado mas repetibles, rapi-
dos y eficaces. Estos métodos sélo re-
quieren una pequefia muestra de hoja o
de lefio para el andlisis y no precisan de
un conocimiento profundo de la vid por
parte de la persona que los realiza. En los
Gltimos afios, practicamente todos los
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variaciones en la secuencia del ADN han
probado su eficacia en la identificacion
de variedades de vid, desde los ya en de-
suso RFLPs (polimorfismos para la longi-
tud de los fragmentos de restriccion) y
RAPDs (polimorfismos en el ADN amplifi-
cado al azar) a los actuales SSRs (repeti-
ciones de secuencias simples o microsa-
télites) y AFLPs (polimorfismos para la
longitud de los fragmentos de amplifica-
cién). La utilizacién de uno u otro méto-
do dependera del origen genético de las
muestras que se requiera identificar.

Las variedades de vid, como las de
otras especies lefiosas, se multiplican me-
diante reproduccion vegetativa a través
del injerto de yemas en los portainjertos
més adecuados. Esta practica mantiene
el alto grado de heterocigosidad que pre-
senta cada variedad e impide la pérdida
de vigor que ocasionarfa la autofecunda-
cion y el establecimiento de lineas puras.
En este sentido, podriamos decir que ca-
da variedad de vid es, como un individuo
humano, una combinacién genética Uni-
ca e irrepetible. La mejora genética de las
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variedades de vid es radicalmente distin-
ta dependiendo de que se trate de varie-
dades de uva de mesa o de vinificacion.
En el caso de la uva de mesa, como en
otros frutales, la mejora genética y el de-
sarrollo de nuevas variedades se basa en
los cruzamientos entre lineas de mejora
ylo variedades ya existentes y en la selec-
cién de plantas con caracteres de interés
en la siguiente generacion filial o F1. Es-
tas plantas seleccionadas constituyen las
nuevas variedades que se multiplican ve-
getativamente.

En el caso de la uva de vinificacién, la
mayor parte de las variedades cultivadas
se mantienen desde hace siglos median-
te reproduccion vegetativa, siendo su
constitucion genética la que en parte
confiere la tipicidad de los vinos de cada
region. Por este motivo, no se contempla
como alternativa de mejora la hibrida-
cién entre variedades, dado que se per-
derfan las caracteristicas tipicas de cada
variedad. La Unica variacién genética dis-
ponible para la mejora de las variedades
de uva de vinificacion son las diferencias
genéticas que van acumulando, a lo lar-
go del tiempo, las distintas cepas de la
misma variedad como consecuencia de la
mutacion somatica. Estas diferencias son
las que trata de explotar la seleccion clo-
nal cuando confieren una ventaja en las
caracteristicas productivas o de calidad
de la variedad. Ademas, la seleccion clo-
nal permite reducir o eliminar la carga de
virus que se acumula con las sucesivas
multiplicaciones vegetativas. Uno de los
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problemas de la seleccion clonal es que
los clones seleccionados que difieren en
sus caracteristicas productivas, general-
mente no pueden ser diferenciados entre
ellos ni morfolégica ni genéticamente.
Esto significa que la inversion realizada
en la seleccion clonal no se ve recom-
pensada por la posibilidad de proteger la
propiedad del material y puede perderse
simplemente por un cambio de etiqueta.
Por tanto, la situacion es muy diferente si
necesitamos identificar variedades de vid,
se trate de uva de mesa o de uva de vini-
ficacion, que si nuestro objetivo es distin-
guir clones derivados de una misma va-
riedad.

Identificacion varietal me-
diante microsatélites

Existe un consenso internacional, to-
davia no reconocido por la O.1.V., de que
los marcadores denominados microsatéli-
tes 0 SSR son los de mayor versatilidad y
fiabilidad para la identificacion de varie-

dades de vid. Los microsatélites son re-
giones de la secuencia de ADN que pre-
sentan repeticiones simples de 2, 3 6 4
nucleétidos como por ejemplo GAGA-
GAGAGA o CATCATCAT. El nimero de
repeticiones de cada una de estas se-
cuencias simples puede variar en distin-
tos individuos de una especie y es un ca-
racter heredable. Por otra parte, el nd-
mero de repeticiones es facilmente de-
tectable mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), dado que afecta
al tamafio del fragmento de ADN ampli-
ficado. En el genoma de cada especie
existen maltiples sitios o loci genéticos
con distintos tipos de repeticiones y cada
locus puede presentar numerosas varian-
tes o alelos, de los que cada individuo di-
ploide es portador de dos. La enorme va-
riacion que presentan algunos de estos
loci permite distinguir practicamente to-
das las variedades de vid de manera efi-
caz. En la Figura 1 se muestran varios
ejemplos de andlisis de las variedades de

vid aprobadas en la D.O.Ca. Rioja con
distintos microsatélites. Cada uno de los
microsatélites amplificados permite dis-
tinguir todas las variedades de vid anali-
zadas a excepcion de Garnacha y Garna-
cha Blanca que al ser clones de la misma
variedad muestran la amplificacion de
fragmentos idénticos.

Para cada microsatélite, cada indivi-
duo contiene dos alelos que pueden ser
iguales (se obtiene una sola banda vy el
individuo se denomina homocigoto para
ese locus) o distintos (se obtienen dos
bandas y el individuo se denomina hete-
rocigoto). La posibilidad de poder distin-
guir individuos homocigotos y heteroci-
gotos confiere a estos marcadores una
gran utilidad en estudios de parentesco.
De hecho gracias a los microsatélites se
ha podido determinar el origen genético
de algunas variedades de vinificacion, co-
mo Cabernet Sauvignon o Chardonnay
(Bowers y Meredith, 1997; Bowers et al.,
1999). La gran reproducibilidad de estos
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Figura 2
Identificacion de variedades y de
clones de vid de la D.O.Ca Rioja
mediante el uso de AFLPs.
Detalle de los patrones de bandas obte-
nidos en dos reacciones distintas de AFLP
(A'y B). Las variedades analizadas son las
siguientes: Garnacha (1), Garnacha Blan-
ca (2), Graciano (3), Tempranillo (4), Mal-
vasia (5), Mazuelo (6) y Viura (7), junto
con el portainjertos 110 de Richter (8) y
una muestra de vid silvestre (9). Obsérve-
se que pueden detectarse diferencias en
el patrén de bandas que presentan Gar-

nacha (1) y Garnacha Blanca (2).
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marcadores entre distintos laboratorios
ha permitido, por otra parte, el desarro-
llo de estudios complementarios en dis-
tintos paises y la elaboracion de bases de
datos que contienen los genotipos de un
gran nimero de variedades de vid para
estos loci.

Los microsatélites son también utiles
marcadores para la elaboracién de ma-
pas genéticos. EI mayor inconveniente es
que su desarrollo como marcadores re-
quiere un laborioso proceso de identifica-
cién de las secuencias, clonacion, se-
cuenciacion y puesta a punto de las con-
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diciones de reaccion. Por ello, se ha crea-
do un consorcio internacional para el de-
sarrollo de nuevos microsatélites de vid
en el que, por parte espafiola, participa
nuestro grupo de investigacion. Este con-
sorcio ha desarrollado hasta el momento
mas de 300 nuevos microsatélites para el
género Vitis.

Identificaciéon clonal me-
diante AFLPs

Cuando se trata de identificar clones
pertenecientes a una misma variedad el
problema es méas complejo, dado que,

como hemos visto para los microsatélites
en el caso de las Garnachas, la mayor
parte de los métodos moleculares no tie-
nen la suficiente resolucion para asegurar
su identificacion (Bowers et al., 1993,
Botta et al., 1995). En estos casos, se re-
quieren técnicas que permitan analizar
de forma rapida cientos o miles de sitios
(loci) en la secuencia de ADN del genoma
de la especie e identificar aquellos cam-
bios que como consecuencia de la muta-
cién somatica hayan podido acumularse
durante la divergencia de clones de la
misma variedad.

Los marcadores AFLPs identifican
cambios en la secuencia nucleotidica del
genoma de un individuo o variedad en
virtud de la amplificacion especifica de
grupos de fragmentos de restriccion del
ADN que se producen como consecuen-
cia de su digestion con enzimas de res-
triccion (Vos et al., 1995). Cada reaccion
de AFLP permite analizar alrededor de
100 loci. Los polimorfismos para la pre-

El mazuelo es una de las variedades identifi-
cadas mediante el uso de microsatélites.
Ch. Diez



sencia o ausencia de las bandas de am-
plificacion generan para cada variedad
un codigo de barras o huella genética
que la identifican con absoluta certeza
(Cervera et al., 1998). Ademas, el uso de
reacciones adicionales permite identifi-
car suficiente variacion entre distintas
muestras de la misma variedad como
para plantear la posibilidad de que una
vez confirmado el origen y la estabilidad
de esta variacion genética, pueda ser
utilizada para diferenciar selecciones clo-
nales derivadas de una misma variedad.
La Figura 2 muestra un ejemplo de los
perfiles de AFLPs obtenidos para las va-
riedades de la D.O.Ca. Rioja, en los que
se pueden apreciar diferencias entre va-
riedades como Garnacha y Garnacha
Blanca que tienen un origen clonal y que
s6lo se distinguen por el color de las
uvas.

La complejidad de la deteccién de los
AFLPs no permite pensar que puedan ser
utilizados rutinariamente en la identifica-
cién varietal como los microsatélites. Sin
embargo, los AFLPs pueden servir para
identificar cambios en la secuencia de
ADN que permitan diferenciar clones de
la misma variedad y por tanto el desarro-
llo de marcadores especificos de clon. Es-
tos marcadores serian muy Utiles para la
distincion de los clones asf como para su
proteccion y certificacion.
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En conclusion, la utilizaciéon de técni-
cas de identificacion de cambios en la se-
cuencia del ADN, tales como los microsa-
télites o los AFLPs, permite identificar y
distinguir rapidamente todas las varieda-
des de vid. En el caso de las variedades de
la D.O.Ca Rioja, una sola reaccion de mi-
crosatélites es suficiente para distinguir
todas ellas. Ademas, los AFLPs pueden re-
sultar muy Utiles en la identificacion de
clones. En Gltima instancia la identifica-
cién y certificacion genética de variedades
y clones se traducird necesariamente en
un mejor control de la produccion y por lo
tanto en un incremento de su calidad.
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