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RESUMEN

Una politica adecuada en recursos genéticos requiere la correcta identificacién de
las accesiones conservadas en los Bancos de Germoplasma. En la vid, la estimacion
del nimero real de variedades disponibles se torna dificil por la existencia de nume-
rosas denominaciones que corresponden a sinonimias y homonimias.

La caracterizacion mediante marcadores moleculares (RAPDs y microsatélites)
de treinta y nueve accesiones de vid, correspondientes a variedades minoritarias del
Banco de Germoplasma de Logrofio (La Rioja) y variedades de otras procedencias
postuladas como sinonimias de las anteriores procedentes del Banco de Germoplasma
de El Encin (Madrid), constituy6 el objetivo principal de este trabajo.

El alto poder discriminante de los marcadores RAPDs y de los microsatélites
permitié la diferenciacién de todas las variedades ensayadas obteniéndose una con-
cordancia general en el polimorfismo encontrado con ambos tipos de marcadores,
aunque s6lo los marcadores RAPDs detectaron también variabilidad intravarietal en
tres variedades. Se establecieron varias sinonimias en todas las variedades estudiadas.
Se comprobaron homonimias en las variedades Miguel de Arco, Monastel,
Monastrell, Torrontés y Turruntés.
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ABSTRACT

Apolicy for genetic resources requires the correct identification of accessions pre-
served in the Germplasm Banks. In grapevines, estimation of the actual numbers of
varieties available becomes difficult because of the existence of numerous denomi-
nations corresponding to synonymies and homonymies.

Characterization by means of molecular markers (RAPDs and microsatellite) of
thirty nine vine accessions corresponding to thinly scattered varieties existing in the
Germplasm Banks of Logrofio (La Rioja) and to varieties of other origins postulated
as synonymies of the former varieties (El Encin, Madrid), constitute the principal
objective of this paper.

The high discriminating power of the RAPDs markers and the microsatellite mar-
kers allowed a differentiability of all the varieties tested. A general concordance was
obtained in the polymorphism with two types of markers although the RAPDs mar-
kers also detected intravarietal variability in three varieties. Several synonymies were
established in all the varieties studied. Homonymies were confirmed in the Miguel de
Arco, Monastel, Monastrell, Torrontés and Turruntés varieties.

Key words: Identification, homonymies, molecular markers, synonymies, Viis vinifera.

INTRODUCCION

El niimero de variedades cultivadas de vid ha ido decreciendo en la mayoria de los
pafses porque existe una tendencia generalizada a utilizar sélo cultivares de alta pro-
duccién. En La Rioja por ejemplo, a principios de siglo existian 70 variedades, 35 blan-
cas y 35 rojas segiin se documenta en Garcia de los Salmones (1914). Actualmente s6lo
7 variedades estdn incluidas en la Denominacién de Origen (D.O.), 4 de ellas son rojas:
Tempranillo, Garnacha, Graciano y Mazuela y tres blancas: Malvasia de La Rioja,
Garnacha Blanca y Viura. La mayorfa de las plantaciones se realiza con estas varieda-
des y como consecuencia los viejos cultivares autéctonos estdn en peligro de extincion.

Recientemente Martinez de Toda y Sancha (1995) comenzaron un proyecto para
la recuperacién, conservacién y estudio del germoplasma de La Rioja en peligro de
extincién creando un pequefio Banco de Germoplasma donde se conservan varios
cultivares autGctonos y tradicionales en la zona. Por otra parte, el Banco de
Germoplasma de El Encin (Alcald de Henares, Espafia) que fue creado en 1904 tam-
bién conserva diferentes accesiones de vid antiguas que inicialmente fueron cultiva-
das en la regién de La Rioja. /

En este trabajo se han estudiado varios cultivares autéctonos, ademds de sus posi-
bles sinonimias, con la finalidad de identificar y conocer el material con el objetivo de
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conservarlo sin mantener accesiones duplicadas en los Bancos de Germoplasma ante-
riormente descritos. Ademas, el material caracterizado podria estar disponible en
ambos bancos para posibles replantaciones en caso de que fuera de interés en el futuro.

La caracterizacién morfoldgica de vid estd basada principalmente en el estudio de
130 caracteres (O.1. V., 1983). Las observaciones se llevan a cabo en plantas adultas en
distintos estadios fenolégicos y en distintos érganos. Sin embargo, la caracterizacién
morfolégica no alcanza a resolver algunos casos de sinénimos. En particular, cuando
las variedades son muy similares morfolégicamente la caracterizacién molecular es
absolutamente necesaria. Estos marcadores han sido utilizados de forma creciente en
los dltimos afios para la caracterizacion de variedades de vid (Moreno et al., 1997).

Los RAPDs (random amplified polimorphic DNA) han sido utilizados para la identi-
ficaciéon de vid con muy buena repetibilidad en afios consecutivos (Gogorcena et al.,
1993). Biischer et al. (1994) verificaron el origen genético de la variedad Miiller-Thurgau
que es una de las més ampliamente cultivadas en centro Europa. Grando et al. (1996)
caracterizaron 15 variedades de vid utilizando 40 cebadores y su clasificacién tenia
correspondencia con la obtenida atendiendo a caracteres de origen geografico. Botta et al.
(19952) estudiaron el germoplasma de vid del Piamonte (Italia) y resolvieron la homoni-
mia existente para la variedad Brachetto. Moreno et al. (1995) utilizando 14 cebadores
identificaron 31 variedades de vid procedentes de dos Bancos de Germoplasma de
Espafia. Otros autores a su vez han resuelto muchos problemas de caracterizacién e iden-
tificacién de variedades en los ultimos afios con la utilizacién de RAPDs (Defontaine,
1992; Bower et al, 1993; Collins and Symonds, 1993; Jean-Jaques et al., 1993,
Stavrakakis et al., 1997; Ye et al., 1998; Fanizza et al., 1999; Vidal et al., 1999).

Por otra parte, los microsatélites, también derivados de la reaccién en cadena de la
polimerasa, se han introducido recientemente como marcadores moleculares para la
caracterizacién de vid (Thomas and Scott, 1993). En este mismo trabajo se logré diferen-
ciar 20 variedades utilizando 4 loci microsatélites. Estos autores posteriormente propu-
sieron basdndose en el alto nivel de polimorfismo y repetibilidad de estos marcadores el
uso de los microsatélites para realizar una base de datos mundial en la descripcién de
todas las variedades de vid existentes (Thomas et al., 1994). Por otra parte, Botta et al.
(1995b) probaron la repetibilidad de los microsatélites y fueron capaces de identificar
variedades aunque no llegaron a diferenciar clones dentro de la misma variedad. Mds
recientemente, Sefc et al. (1998) utilizando 10 loci microsatélites obtuvieron diferentes
patrones de bandas en 60 variedades de una coleccién de germoplasma. También Loureiro
et al. (1998) utilizaron microsatélites para la identificacién de la variedad Albarifio y
Sédnchez Escribano et al. (1999) para la identificacién de variedades de uva de mesa.

El presente trabajo intenta caracterizar por medio de marcadores RAPDs y micro-
satélites diferentes accesiones de vid procedentes de dos Bancos de Germoplasma
espafioles para detectar las sinonimias y homonimias existentes.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

La Tabla 1 resefia la lista de las 39 accesiones utilizadas en este trabajo, ademas
del nombre de la variedad, se incluye la provincia de origen y la fecha de registro en
el Banco de Germoplasma de El Encin o de La Rioja, respectivamente. La clasifica-
cién por grupos A-E indicados en la primera columna de la Tabla se ha realizado en
base a los datos bibliogréficos existentes.

EXTRACCIONES DE DNA

En Septiembre de 1997 se recogieron las hojas jévenes de la mayor parte de las
accesiones descritas en la Tabla 1 y en otros casos se utilizé material recién brotado
de los sarmientos previamente tratados (Ulanovsky, 1999). La extraccién de DNA se
realizé de acuerdo al protocolo descrito en Moreno (1996).

AMPLIFICACION DE DNA

La amplificacién de DNA se llevé a cabo siguiendo el protocolo de Borrego e
Ibdfiez, (1998) incluyendo 50 ng de DNA en un volumen final de 20 pl de mezcla de
reaccién. Se probaron un total de 59 cebadores de la serie 6 de British Columbia
University y otros 7 cebadores de Operon Technologies (Alameda, CA). De estos
cebadores se seleccionaron 20 para este trabajo por el buen polimorfismo generado y
por la repetibilidad en las amplificaciones. (Tabla 2). El programa de amplificacién
constaba de un primer paso durante 6 min a 94°C, seguido de cuarenta ciclos de 1
min a 94°C, 1 min a 35°C y un paso final de 6 min a 72°C. Los productos amplifica-
dos se separaron en gel de agarosa al 2% y se tifieron con bromuro de etidio.

ANALISIS DE MICROSATELITES

Se analizaron los 4 loci microsatélites siguientes: VVS2, VVS5, VVS29 vy
VVMD7. Las amplificaciones se llevaron a cabo de acuerdo a las especificaciones
de Borrego e Ibifiez (1998) y todos los detalles estén incluidos en Ulanovsky (1999).

El programa de amplificacién utilizado consté de 10 min a 95°C seguido de cuarenta
ciclos de 45 s a 95°C, 30 s a 50°C y 90 s a 72°C; el dltimo paso termina con 7 min a
72°C. Los productos de amplificacién se mezclaron con fluorocromos distintos para
cada cebador y el tamafio de los productos se analiz6 con el programa GeneScan 2.1.
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Grupo Nimero Niimero Nombre C(2)  Origen Fecha MS(1)
de Accession de la variedad de registro

A 1 BGVE-1148 Maturana B La Rioja  01/01/1903

A 2 BGVE-1777 Maturana Tinta N  LaRioja 19/02/1905

A 3 BGVL-S0-60 Ribadavia B La Rioja  16/09/1991

B 4 BGVE-0889 Concejon N Teruel  01/01/1914

B 5 BGVE-0993 Juan Ibifiez N  Zaragoza 01/01/1942

B 6 BGVE-2048 Miguel de Arco N  LaRigja 16/01/1980

B 7 BGVE-1643 Miguel de Arco N Teruel 13/01/1972

B 3 BGVE-1189 Miguel de Arco N Huesca  01/09/1955

B 9 BGVL-R-02 Miguel de Arco N  LaRioja 24/10/1989

B 10 BGVE-2128 Monastrell N Murcia  04/03/1981 X
B 11 BGVE-2049 Monastrell N  LaRioja 16/01/1980 X
B 12 BGVE-0837 Monastrell N Lleida  01/01/1914 X
B 13 BGVE-2041 Monastrell N Albacete 11/01/1980 X
B 14 BGVE-2167 Monastrell N Alicante  13/01/1982 X
B 15 BGVE-2220 Monastrell N  Castellén 01/03/1983 X
B 16 BGVL-B-50 Monastel N LaRioja 06/09/1990 X
B 17 BGVL-B-51 Monastel N  LaRioja 06/09/1990 X
B 18 BGVL-R-01 Monastel N  LaRioja 24/10/1989 X
B 19 BGVE-2089 Moristell N Huesca  26/02/1980 X
B 20 BGVE-1656 Salcefio Blanco B Huesca  14/02/1972

B 21 BGVE-1657 Salcefio Negro N Huesca  14/02/1972

C 22 BGVE-1790 Moscatel Almizclero B Cuenca  11/02/1974 X
C 23 BGVE-2195 Moscatel del Pais B Salamanca 26/02/1982 X
C 24 BGVE-1150 Moscatel Grano Menudo B Navarra  01/01/1893 X
C 25 BGVL-R-04  Moscatel Grano Menudo B La Rioja  24/10/1989 X
C 26 BGVE-1026 Moscatel Menudo B Salamanca 01/01/1942 X
C 27 BGVE-2453 Moscatel Fino B Cidiz 01/01/1989 X
C 28 BGVE-1631 Moscatel Blanco B Vizcaya  03/10/1972 X
C 29 BGVL-B-55 Moscatel de la Tierra B La Rioja  07/09/1990 X
C 30 BGVE-1874 Moscatel Encarnado B Leén 10/01/1975 X
C 31 BGVE-1868 Jaén Colorado R Ledn 10/01/1975 X
D 32 BGVE-2338 Aris B Madrid  01/01/1988

D 33 BGVE-0917 Torrontés B Cuenca  01/01/1914

D 34 BGVE-1175 Torrontés B Orense  01/01/1951

D 35 BGVE-1989 Torrontés B Orense  26/10/1978 .

D 37 BGVE-1778 Tuarrantés B La Rioja  10/01/1974 X
D 38 BGVL-AB-100 Turruntés B La Rioja  15/11/1993 X
D 39 BGVL-CI-78 Tuarruntés B La Rioja  15/11/1993 X
E 40 BGVL-A-15 Tempranillo Temprano N La Rioja  24/10/1989

(1) X indica que los microsatélites (MS) han sido analizados para esta accesién.
(2) C = color de 1a baya, B = blanca; N = negra; R =roja

Tabla 1. Material vegetal utilizado en el estudio
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ANALISIS DE LOS DATOS DE RAPDs

Sélo las bandas mds intensas son las que se contabilizaron como presencia (1) y
ausencia (0) para construir una matriz para cada uno de los cebadores. La similaridad
genética entre las accesiones se calculé con el programa NTSYS (Rohlf, 1993) apli-

Cebador Secuencia Tipo'!) Cebador Secuencia Tipo
BC-507 AGACGTACTC BP BC-552 CTAAATGGCG X
BC-508 CGGGGCGGAA PA BC-555 GTGAACAGCA PA
BC-510 CGCATCTCTT BP BC-557 GTGTAGAGCC BP
BC-511 GAATGGTGAG PA BC-558 CGATATCCGG X
BC-512 GGGTGGACAT BP BC-559 GAGAACTGGC PA
BC-513 TATACGACCC PA BC-561 CATAACGACC PA
BC-515 GGGGGCCTCA PA BC-562 CAAAGTAGCC BP
BC-518 TGCTGGTCCA X BC-563 CGCCGCTCCT BP
BC-521 CCGCCCCACT BP BC-567 AGACACCTGA BP
BC-522 TCGTCTAGCA BP BC-575 GGAGATGTAC X
BC-523 ACAGGCAGAC PA BC-577 GTCTGATGTG X
BC-524 CGGTTACTAG BP BC-578 GGTGTCCACT BP
BC-525 GCTGGTTGGA BP BC-580 GCGATAGTCC PA
BC-526 AACGGGCACC BP BC-584 GCGGGCAGGA PA
BC-528 GGATCTATGC BP BC-586 CCGGTTCCAG BD
BC-529 CACTCTTACA X BC-587 GCTACTAACC PA
BC-530 AATAACCGCC X BC-588 CAGAGGTTGG BD
B(C-532 TITGAGACAGG X BC-592 GGGCGAGTGC BP
BC-535 CCACCAACAG PA BC-593 CGAGCTTTGA PA
BC-536 GCCCCTCGTC PA BC-594 AGGAGCTGGC BD
BC-537 CGAAAGGACT PA BC-595 GTCACCGCGC X
BC-538 TGACCTCTCC PA BC-596 CCCCTCGAAT X
BC-540 CGGACCGCGT PA BC-597 TGGTTCCCGA X
BC-541 GCCCCTTTAC BP BC-598 ACGGGCGCTC BP
BC-542 CCCATGGCCC BD BC-599 CAAGAACCGC PA
BC-543 CGCTTCGGGT BP BC-600 GAAGAACCGC X
BC-544 TAGAGACTCC PA OpA-07 GAAACGGGTG PA
BC-545 ACGTTGAGAC BP OpA-08 GTGACGTAGG PA
BC-546 CCCGCAGAGT BP OpA-12 TCGGCGATAG BP
B(C-548 GTACATGGGC BP ~ OpA-19 CAAACGTCGG BP
BC-549 CCGGCTTATG BP OpO-11 GACAGGAGGT PA
BC-550 GTCGCCTGAG PA OpO-19 GGTGCACGTT PA
BC-551 GGAAGTCCAC PA OpP-18 GGCTTGGCCT PA

(1) PA = polimorfismo aceptable; BP = bajo polimorfismo; BD = bandas dificiles de analizar;
X = calidad deficiente.

Tabla 2. Lista de cebadores utilizados en el estudio RAPDs
con evaluacion del polimorfismo obtenido.

30




UTILIZACION DE MARCADORES MOLECULARES PARA LA DETECCION DE SINONIMIAS Y HOMONIMIAS. ..

cando el coeficiente de Jaccard (1908) y de Dice (Sneath y Sokal, 1973). Los agru-
pamientos se han realizando siguiendo el método UPGMA.

RESULTADOS

CARACTERIZACION MEDIANTE RAPDs

La Tabla 3 muestra el nimero de bandas que proporcionan los 20 cebadores selec-
cionados en este estudio. Se obtuvieron 88 bandas polimérficas que varian desde 2
bandas que producen los cebadores BC-537 y BC-538 hasta las siete que dieron los
cebadores BC-584, BC-599 y OpA-08. El nimero de patrones diferentes fue de 16
para el cebador BC-584 y de 3 patrones distintos obtenidos con el cebador BC-538.
Varias accesiones mostraron un patrén dnico entre todo el material estudiado. El por-
centaje general de polimorfismo alcanzé el 73%. La Figura 1 muestra los patrones de
bandas amplificadas con el cebador BC-550.

Cebador  Niimero de Bandas polimdrficas Niimero de patrones Variedades con patrones iinicos
BC-508 4 9

BC-513 3 7

BC-523 5 11 Turruntés (39)
BC-535 5 11 Moscatel (22-31)
BC-536 4 8

BC-537 2 4

BC-538 2 3

BC-544 5 9 Monastel (16-17)
BC-550 6 11

BC-551 4 6 Miguel de Arco (6)
BC-555 4 5 Moscatel (22-27, 29-31)
BC-561 4 7 Tempranillo Temprano (40)
BC-580 4 g

BC-584 7 16

BC-593 5 13

BC-599 7 10 Moscatel (22-31), Turruntés (39)
OpA-07 3 8

OpA-08 7 14

OpO-11 3 7

OpO-19 4 8

Tabla 3. Polimorfismo detectado con los cebadores seleccionados
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ANALISIS DE AGRUPAMIENTOS

Las accesiones se agrupan en los mismos puntos tanto si se aplica el coeficiente
de Dice como el de Jaccard aunque en la Figura 2 se muestra el dendrograma apli-
cando s6lo el primer coeficiente.

Los resultados se presentardn por grupos siguiendo el mismo orden establecido en
la Tabla 1.

Grupo A. La variedad Maturana (1) se une a Ribadavia (3) con un coeficiente de
similaridad de 0,88. A éstas se une la variedad Maturana Tinta (2) pero a un nivel de
similitud mas bajo.

Grupo B, Las 18 accesiones correspondientes a 8 variedades (Tabla 1) se unen for-
mando tres grupos distintos: 1) un primer grupo formado sélo por material del grupo B
incluidas & accesiones (8, 9, 10, 12, 13, 14, 15 y 21) que se unen a nivel de 0,63, estando
10, 12, 13, 14 y 15 unidas a 0,87; ii) el segundo agrupamiento incluye las accesiones 4
y 11 unidas a 0,96 a las que se une la 20 a 0,71; iii) finalmente las accesiones 5, 16, 17,
18 y 19 se unen a un nivel de 0,75. Las dos tltimas variedades del grupo B estudiadas,
6 y 7, estdn marcadamente separadas de los grupos descritos anteriormente.

Grupo C. La variedad Moscatel mostré una alta uniformidad intravarietal en 9 de las
accesiones (22 a 27,29, 30 y 31) produciendo patrones idénticos excepto para la variedad
24. La variedad Moscatel Blanco (28) se separa de manera considerable de las anteriores.

Grupo D. La variedad Aris (32) se agrupa con la Torrontés (34); la Torrontés (35)
se une a un nivel de 0,76 y la Torrontés (33) a 0,71. La variedad Turruntés mostré un
patrén equivalente en dos accesiones (37 y 38).

Grupo E. La variedad Tempranillo Temprano (40) es la tnica accesién del grupo
estudiada y se une a la variedad Turruntés (39) del grupo D a un nivel de 0,67.

CARACTERIZACION MEDIANTE MICROSATELITES

El anilisis de microsatélites se ha realizado estudiando cuatro loci en diez acce-
siones que pertenecen al grupo B, diez accesiones de la variedad Moscatel que perte-
necen al grupo C y tres del grupo D formado por las variedades Turruntés.

En la Tabla 4 se indican los tamafios de los pares de bases de los alelos amplifi-
cados en las 23 accesiones estudiadas. En algunos casos sélo se amplifica un alelo y
por consiguiente el otro se representa como —-; esta notacién incluye tres posibili-
dades: i) alelo nulo; i) alelo homozigoto; iii) alelo existente pero no amplificado.

El anélisis de los cuatro loci revel6 un conjunto de ocho genotipos: cuatro correspon-
dieron al grupo B, integrado por diez entradas de las variedades Monastel, Monastrell y
Moristell; dos genotipos al grupo C, integrado por diez entradas de la variedad Moscatel
y dos genotipos al grupo D, formado por tres entradas de la variedad Turruntés.
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Figura 2. Dendrograma de las accesiones estudiadas. Los ntimeros corresponden
a las variedades tal y como se indica en la Tabla 1. En el eje X se representa el coeficiente
de similitud de Dice
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N° Grupo Variedad Loci LHU(%) P2
VVMD7 VVSs2 VvsS VVS29
10 B Monastrell 246 2438 133152 117119 170178 100 1
11 B Monastrell 239 --- 144146 109119 170174 75 2
12 B Monastrell 246 248 133152 117119 170178 100 1
13 B Monastrell 246 248 133152 117119 170178 100 1
14 B Monastrell 246 248 . DEF(3) 117119 170178 ? 1?
15 B Monastrell 246 248 133152 117119 170178 100 1
16 B Monastel 239 --- 144146 109119 170 --- 50 3
17 B Monastel 239 --- 144146 109119 170 --- 50 3
18 B Monastel 239 246 144146 117119 170 --- 75 4
19 B Moristell 239 246 144146 117119 170 --- 715 4
22 C  Moscatel Almizclero 233 248 133 --- 109 111 170 --- 50 5
23 C Moscatel del Pafs 233 248 133 --- 109 111 170 --- 50 5
24  C Moscatel Grano Menudo 233 248 133 --- 109 111 170 --- 50 5
25 C Moscatel Grano Menudo 233 248 133 --- 109 111 170 --- 50 5
26 C Moscatel Menudo 233 248 133 --- 109 111 170 --- 50 5
27 C Moscatel Fino 233 248 133 - 109 111 170 --- 50 5
280 C Moscatel Blanco 239 246 133144 109111 178 180 100 6
29 C Moscatel de la Tierra 233 248 133 --- 109 111 170 --- 50 5
30 C Moscatel Encarnado 233 248 133 --- 109 111 170 --- 50 5
31 C Jaén Colorado 233 248 133 --- 109 111 170 --- 50 5
37 D Turruntés 239 252 144146 094109 170 - 75 7
383 D Turruntés 239 252 144146 094109 170 —-- 75 7
39 D Turruntés 239 243 133146 088 --- 170 --- 50 8

(1) LH = loci heterocigético
(2) P =patrén
(3) DF = deteccion fallida

Tabla 4. Tamariio en pares de bases de los alelos obtenidos en el andlisis de microsatélites

DISCUSION

ACLARACION DE SINONIMIAS Y BOMONIMIAS

En la caracterizacién mediante marcadores RAPDs se estableci6 el limite en 0,87
el nivel de similitud minimo para delimitar la pertenencia de distintas accesiones a
una misma variedad. Este valor se fij6 considerando ademads de la similitud de los
patrones de bandas, la semejanza ampelografica de las accesiones estudiadas. La
caracterizacion mediante marcadores microsatélites ratificé todas las sinonimias y
homonimias detectadas por los marcadores RAPDs.
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En el grupo A se aceptaron como sinénimas las variedades Maturana (1) y
Ribadavia (3), los resultados coinciden con los obtenidos mediante AFLPs por
Cervera et al., (1998).

En el grupo B el problema suscitado por las numerosas sinonimias atribuidas a la
variedad Monastel data de principios de siglo (Manso de Ziifiiga, 1905). La caracte-
rizacién de las accesiones mediante marcadores RAPDs ha permitido resolver en
forma definitiva las dudas respecto a la exactitud de las sinonimias planteadas. La
entrada de la variedad Monastrell (11) se manifesté como una homonimia de las otras
entradas de la misma variedad y sinonimia de la variedad Concején (4). En la varie-
dad Monastel se ratificé la homonimia observada por Martinez de Toda y Sancha
(1997) y Cervera et al. (1998); las accesiones (16 y 17) pertenecen a una variedad dis-
tinta de la accesién (18) que corresponde a una sinonimia de la variedad Moristell
(19). Esta tltima variedad constituye la tinica sinonimia comprobada de todas las atri-
buidas a la variedad Monastel. Asimismo los patrones obtenidos en este trabajo per-
mitieron diferenciar en forma precisa las accesiones de la variedad Monastel de las
accesiones de la variedad Monastrell, corroborando los resultados de observaciones
morfolégicas efectuadas por Martinez de Toda y Sancha (1998).

Los distintos patrones presentados por las cuatro entradas estudiadas de la varie-
dad Miguel de Arco evidenciaron un caso claro de homonimia. Se han denominado
con el mismo nombre cuatro variedades distintas, procedentes de tres provincias: dos
de La Rioja, una de Teruel y una de Huesca (ver Tabla 1). Asimismo, todas las sino-
nimias propuestas resultaron incorrectas. La aplicacién del nombre Miguel de Arco a
variedades diferentes se podria atribuir a un fenémeno cultural ocurrido en forma
paralela en varios lugares y consistente en denominar con el nombre del Santo Miguel
de Arco a variedades propias de cada region.

En el grupo C, correspondiente a accesiones de la variedad Moscatel, se conside-
raron sinonimias las siguientes denominaciones compuestas: Moscatel Almizclero
(22), Moscatel del Pais (23), Moscatel Grano Menudo (24 y 25), Moscatel Menudo
(26), Moscatel Fino (27), Moscatel de la Tierra (29), Moscatel Encarnado (30) y Jaén
Colorado (31). La accesién Moscatel Blanco (28) procedente de Musques (Vizcaya)
result6 la tnica sinonimia incorrecta del grupo. En el Pais Vasco denominan con el
nombre Moscatel a uvas que carecen del sabor caracteristico de esta variedad y pre-
sentan ademds otros caracteres morfolégicos distintos. La ubicacién en el dendro-
grama (Figura 2) de la variedad Moscatel Blanco (28), alejada del resto de las acce-
siones de la variedad Moscatel confirma la situacién descrita.

En el grupo D las accesiones de las variedades Aris (32) y Torrontés (33, 34 y 35)
aunque se agruparon juntas en el dendrograma, mostraron coeficientes de similitud
demasiado bajos para considerarlas una misma variedad. Los resultados obtenidos en
la variedad Turruntés en este trabajo y en el de Cervera et al. (1998) corroboraron la
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coexistencia de los dos tipos varietales u homonimias mencionadas por Manso de
Zufiga (1905). Asimismo la disimilitud presentada por las variedades Turruntés y
Torrontés, ratifican la inexactitud, enunciada también por el autor referido, de consi-
derar a las mismas como sinonimias.

En el grupo E se incluyd una sola variedad denominada Tempranillo Temprano
(40); de la misma no existen sinonimias ni referencias bibliograficas (Martinez de
Toda y Sancha, 1995). El bajo nivel de similitud presentado con la accesién més pré-
xima permitio ratificar sus diferencias con todas las demds variedades estudiadas.

ADECUACION DE LOS MARCADORES RAPDS Y MICROSATELITES

El ensayo previo de cebadores en muestras de la poblacién a estudiar, permitio
optimizar la deteccién de polimorfismo en el conjunto total de las variedades ensa-
yadas. Moreno (1996) y Vidal (1999) obtuvieron también en vid, diferencias en la
capacidad de los cebadores en discriminar genotipos. Sin embargo, Lu et al. (1996)
postulan que la oportunidad del ensayo previo de cebadores depende de la especie en
estudio, en guisante lo consideran innecesario por existir un nivel de polimorfismo
detectado por marcadores RAPDs maés alto que en otras especies.

La reproducibilidad de los resultados con distintas extracciones y reacciones de
amplificacién obtenida también por otros autores (Gogorcena et al., 1993;
Mulcahy et al., 1996; Moreno, 1996; Ye et al., 1998) ratifican a los marcadores
RAPDs como marcadores validos y consistentes en la caracterizacién de las varie-
dades, siempre que las condiciones de amplificacién y los productos se mantengan
constantes.

La concordancia general en la diferenciacién de accesiones correspondientes a
distintas variedades realizada mediante estas dos clases de marcadores, corrobora los
resultados obtenidos por otros autores que compararon la diversidad genética esti-
mada por medio de diferentes marcadores en vid y en otras especies (Sensi et al.,
1996; Powell et al., 1996: Ye et al., 1998).

DETECCION DE POLIMORFISMO INTERVARIETAL E INTRAVARIETAL

El alto grado de polimorfismo obtenido permitié detectar variabilidad a dos nive-
les: intervarietal e intravarietal. A nivel intervarietal, se diferenciaron todas las varie-
dades ensayadas y a nivel intravarietal los marcadores RAPDs detectaron polimor-
fismo en las variedades Monastrell y Moscatel, en tanto los microsatélites no mos-
traron aptitud para encontrar este tipo de heterogeneidad. La desproporcién entre las
ochenta y ocho bandas RAPDs analizadas y los veinte alelos detectados en los cuatro
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loci microsatélite que se estudiaron impide generalizar acerca de la superioridad de
los marcadores RAPDs en la deteccién de variabilidad intravarietal.

Diferentes autores coinciden tanto en los logros obtenidos en la diferencia-
cién de variedades de vid como en las dificultades encontradas para detectar poli-
morfismo intravarietal (Gogorcena et al., 1993; Thomas y Scott, 1993; Botta et al.,
1995b; Moreno et al., 1998; Stavrakakis et al., 1997; Sefc et al., 1998). La variabili-
dad genética intravarietal se ha atribuido a dos causas, un probable origen policlonal
de las variedades y una acumulacién de mutaciones somdticas. Una variedad policlo-
nal se encuentra integrada por distintos clones emparentados, descendientes del
mismo cruzamiento o de cruzamientos préximos. La magnitud de la variabilidad se
correlaciona con la probabilidad de deteccién de la misma. La acumulacién progre-
siva de mutaciones diferentes a través de siglos aumenta la variabilidad, sin embargo
los ensayos habituales que se plantean con técnicas moleculares exploran una parte
minima del genoma y por tanto la probabilidad de encontrar diversidad se reduce. En
la mayor parte de los estudios que refieren la dificultad o imposibilidad de encontrar
polimorfismo intravarietal en vid por medio de los marcadores RAPDs y microsaté-
lites se han ensayado pocas variedades (Bowers et al., 1993; Collins y Symons, 1993;
Gogorcena et al,. 1993; Botta et al., 1995b; Ye et al., 1998) y se ha intentado en forma
infructuosa la deteccién de polimorfismo ocasionado con alta probabilidad por muta-
ciones; algunas de las accesiones estudiadas, como Pinot Noir, Pinot Blanc y Pinot
Gris o White Zinfandel y Zinfandel se supone difieren en mutaciones puntuales que
afectan el color de la epidermis de la baya. Moreno et al. (1997) sefialan la facilidad
en detectar polimorfismo intravarietal asociado a un probable origen policlonal. Sensi
et al. (1996) y Cervera et al. (1998) detectaron polimorfismo intravarietal en vid por
medio de marcadores moleculares AFLPs. Aunque ambos autores destacaron la apti-
tud de estos marcadores para diferenciar clones, se cree que un factor decisivo en la
variabilidad encontrada, ademds del alto nimero de bandas generadas por los marca-
dores AFLPs, lo constituyé el probable origen policlonal del material estudiado.

APLICACION A LA CONSERVACION DEL GERMOPLASMA

Los resultados obtenidos con los marcadores RAPDs y los microsat€lites permi-
tieron identificar probables accesiones duplicadas. La poblacién objeto de estudio,
conformada por 39 accesiones presenté 28 modelos distintos. Las accesiones que
ademis de manifestar modelos idénticos en la caracterizacién molecular, coincidan
también en los caracteres ampelogrificos tradicionales, se pueden considerar en la
planificacién presente del manejo de los recursos genéticos como accesiones dupli-
cadas, sin descartar la posibilidad de la existencia de diferencias genéticas detectables
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en el futuro. La decisién acerca de la preservacion de las accesiones que presentaron
variabilidad intravarietal, se supeditara al interés de la variedad, al nimero detectado
de genotipos diferentes y la disponibilidad de espacio y recursos.

Los dos marcadores moleculares empleados en este trabajo han mostrado aptitud
en la diferenciacién de las variedades. La aplicacion de los marcadores RAPDs o los
mirosatélites a la conservacién de recursos genéticos dependera de los objetivos y la
infraestructura y medios econdémicos disponibles. L.os marcadores RAPDs més faci-
les de implementar y demandantes de menores recursos, se consideran adecuados
para caracterizar accesiones integrantes de una coleccién con numerosas entradas,
con la finalidad de identificar el material y organizar el manejo y el mantenimiento
interno de un Banco de Germoplasma. Los marcadores microsatélites, generadores de
resultados reproducibles e intercambiables, constituyen marcadores recomendables
para encarar proyectos conjuntos de caracterizacién de accesiones por parte de dis-
tintos laboratorios.
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