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RESUMEN

Siete variedades de vid empleadas en
Argentina para la elaboracion de vinos de alta
gama fueron caracterizadas molecularmente
a través del empleo de microsatélites. Seis
de los 8 pares de cebadores usados amplifi-
caron patrones de bandas reproducibles. El
nimero de alelos detectados por locus varié
entre 5y 10, con un total de 42 alelos, regis-
trandose desde 1 a 7 alelos Unicos. El nUme-
ro de genotipos microsatélites encontrados
para cada locus oscil6 entre 3y 7, con un to-
tal de 28. Las variedades Tempranilloy Chenin
mostraron 6 y 5 genotipos «Unicos», respec-
tivamente, con los 6 loci analizados. La
heterocigosidad observada vari6 entre 42,9 y
100 %, mientras que la heterocigosidad es-
perada oscilo entre 64,3 y 87,8 %. El locus
mas informativo fue VIZAG79 (con un conte-
nido de informacion polimérfica de 84,9 % y
un nimero de alelos efectivos de 8,17) mien-
tras que el menos informativo fue VIZAG62.
La probabilidad acumulada de obtener
genotipos idénticos fue de 7,68 x 10 indi-
cando que, mediante el uso combinado de
estos 6 cebadores microsatélites se pueden
discriminar todas las variedades ensayadas,
con alto grado de certeza. El andlisis de agru-
pamiento por el método UPGMA separo cla-
ramente las variedades francesas (Merlot,
Pinot Noir y Cabernet Sauvignon) y Syrah de
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ABSTRACT

SSR markers characterized seven grape-
vine varieties used for high quality wines in Ar-
gentina. Six of the 8 primers used gave repro-
ducible band profiles. The number of alleles
per locus varied from 5 to 10, with a total of 42
and 1 to 7 unique alleles. Three to 7 SSR
genotypes per locus were found, with a total of
28. Tempranillo and Chenin showed 6 and 5
unique alleles, respectively, taking in account
all the primers assessed. The observed
heterozygosity varied between 42.9 and 100 %,
while the expected heterozygosity ranged from
64.3 to 87.8 %. VrZAG79 was the most
informative locus (PIC 84.9 % and n_ 8.17),
while VrIZAG62 was the least informative.
Combining the use of 6 primers, the accumu-
lative probability of missidentifying two random
different genotypes as the same, was very low:
7.68 x 10%. The UPGMA cluster analysis
separated the French varieties (Merlot, Pinot
Noir, Cabernet Sauvignon), and Syrah from
Tempranillo and Bonarda. This technique can
provide a service to grapevine nurseries and
farmers interested in certifying the genetic
identity of the materials commercialized by them.
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los cepajes Tempranillo y Bonarda. Esta téc- Palabras clave
nica podria ofrecerse como servicio a
viveristas y productores viticolas interesados
en garantizar la identidad genética de sus
materiales comercializados.

vid e« Vitis vinifera L. « microsatélites ¢
identificacion variedades « PCR

INTRODUCCION

La vid europea (Vitis vinifera L.) es una especie de importancia econémica, culti-
vada para su consumo en forma de uva de mesa, mosto y vino. Actualmente existirian
entre 5000 y 8000 variedades en todo el mundo (10). Sin embargo, el niUmero de
cepajes con aptitud enoldgica superior y reconocidos mundialmente es sensiblemen-
te inferior: no alcanza el centenar de variedades.

En las Gltimas décadas, el encepado argentino ha sufrido cambios cuali-cuantitati-
vos. Si bien la superficie total cultivada disminuy6 mas del 30 % respecto de la década
del 60 y del 70, paralelamente se incrementd significativamente la proporcion de varie-
dades europeas tradicionales de alta calidad enoldgica. El aumento mas evidente fue
de las variedades Cabernet Sauvignon, Syrah y Merlot, entre las tintas, y Chardonnay,
entre las blancas. Actualmente, Argentina es el mayor productor de vinos en Sudamérica
y el sexto a nivel mundial (8). Los cepajes de aptitud enolégica con mayor superficie
cultivada son Malbec, Bonarda, Cabernet Sauvignon, Syrah y Merlot (11).

La identificacién inequivoca de estos materiales ha sido, y es, un objetivo recurren-
te de la viticultura (9), debido a su implicancia en la certificacion y proteccion del material
vegetal liberado al mercado, puesto que una correcta identificacion y designacion de las
variedades y clones es de gran relevancia para la industria del vino y su legislacion.

El primer método que se empled para clasificar las variedades de vid fue la
ampelografia, basada en el estudio de caracteres morfologicos de la planta. Estos
marcadores fenotipicos son de facil y rapida evaluacion pero muchos de ellos se
encuentran fuertemente influenciados por el ambiente. Factores como el clima, las
caracteristicas del suelo y la presencia de enfermedades y plagas pueden afectar el
desarrollo de hojas, brotes y otros organos distintivos para la identificacion
ampelogréfica, generando confusion en la identificacién de plantas que crecen en
distintos ambientes. Por otro lado, para la evaluaciéon de algunos caracteres
morfoldgicos (por ejemplo, frutos y racimos) se requiere de plantas adultas que estén
en un momento fisiolégico definido. Esto dificulta la identificacion en plantas jévenes
en las que los caracteres morfoldgicos no estan completamente desarrollados, o en
periodos del ciclo vegetativo donde no se encuentran los rganos a ser examinados.
Por ltimo, la cantidad de caracteres morfoldgicos que se pueden analizar es limitada
y muchos de ellos se evalUan bajo una escala nominal u ordinal que también limita su
poder discriminatorio. Por ello, la discriminacion entre plantas cercanamente relacio-
nadas desde el punto de vista genético (por ejemplo, variedades muy emparentadas o
clones dentro de una misma variedad) es muy dificil a través de métodos tradiciona-
les ampelogréficos (24).
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Comparados con los caracteres morfolégicos, los marcadores moleculares que
detectan polimorfismos a nivel del ADN tienen la ventaja de ser neutros frente al am-
biente, poseen un mayor poder discriminatorio y son altamente reproducibles. Los
andlisis pueden realizarse a partir de cualquier érgano de la planta sin importar la
edad ni el estado fenolégico de la misma, permitiendo la identificacion temprana de
las plantas. Esto Ultimo y la posibilidad de discriminar entre materiales genéticamente
muy cercanos es de particular interés en establecimientos dedicados a la propaga-
cién, multiplicacion y comercializacion de material certificado de vid.

Entre los marcadores moleculares disponibles, los microsatélites o Simple
Sequence Repeat (SSR) han sido exitosamente utilizados en vid para la identificacion
y discriminacion de diferentes cultivares (1, 2, 5, 20, 23) debido a su alto nivel de
polimorfismo, herencia mendeliana codominante y alta reproducibilidad. Localmente,
variedades criollas argentinas fueron caracterizadas empleando marcadores AFLP
(13), mientras que variedades criollas sudamericanas se analizaron por SSR (14).

El uso de marcadores moleculares microsatélites en la identificacion de cepas de

calidad enolégica reconocida permitirda a viveros y productores locales asegurar la
identidad genética de sus materiales.

Objetivo

e Desarrollar patrones de marcadores microsatélites que puedan ser utiliza-
dos para la identificacion de variedades de alta calidad enoldgica, de impor-
tancia en la vitivinicultura argentina.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se realizaron ensayos con plantas de las siguientes variedades de la coleccion
de vid de la Estacion Experimental Agropecuaria INTA Lujan de Cuyo: Merlot, Pinot
Noir, Cabernet Sauvignon, Syrah, Bonarda, Tempranillo y Chenin.

Extraccion de ADN

Se extrajeron hojas jévenes de cada uno de los materiales para aislar el ADN,
siguiendo el protocolo descripto por Bowers et al. (4). La cuantificacion del ADN se
realiz6 por espectrofotometria y por el método del minigel (12). Se realizaron dos
extracciones de ADN independientes por muestra.

Condiciones de PCR

Para la reaccion de amplificacién en cadena de la polimerasa (PCR) se emplea-
ron 8 pares de cebadores previamente descriptos para Vitis vinifera L.: VVMD5 y
VVMD?7 (5), VVMD27, VVMD31y VVMD32 (7), VVMS2 (23), VIZAG62 y VIZAGT79 (19).
La reaccion de PCR se realizo en un termociclador PTC-100 MJ Research Inc. Los
programas utilizados fueron los mismos empleados por los autores originales para
cada par de cebadores. Los productos de PCR fueron mezclados con iguales volume-
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nes de una solucién desnaturalizante y colorante (formamida desionizada al 98 %,
10 mM EDTA, 10 mg bromophenol blue y 10 mg xylene cyanol) y se separaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 6 %.

La visualizacion de las bandas se realiz6 por tincién con nitrato de plata. El tamafio
de las bandas se estimé por comparacién con un patron comercial y se us6 una varie-
dad con patrones de bandas de peso molecular conocido. Los alelos fueron registrados
como presentes o ausentes. Para el célculo de los parametros genéticos, las muestras
con patrones de una sola banda fueron consideradas homocigotas para ese locus, en
lugar de heterocigotas con alelos nulos.

Analisis de los datos
¢+ Se emplearon los patrones de microsatélites obtenidos para determinar los dis-
tintos genotipos SSRs y se calculd la frecuencia alélica y genotipica.

¢  Se evaluaron los siguientes parametros genéticos:

+  heterocigosidad observada (H,), calculada como la relacion entre el nimero
de los genotipos heterocigotas y el nimero total de genotipos analizados
para cada locus;

+  heterocigosidad esperada (H,), calculada de acuerdo con la siguiente formula:
H=1-2p?
» contenido de informacion polimorfica (CIP), a partir de la férmula:
CIP=1-2p?-2¥2p2 3Ip?

donde: p, = frecuencia del alelo i para el locus estudiado
p,= frecuencia del alelo (i+1)

e probabilidad de identidad (PI) segun:
Pl=Z2p/-Z%(2p,.p,)

gue representa la probabilidad de que dos individuos dentro de una pobla-
cién compartan el mismo genotipo.

+  Seregistré el numero de alelos obtenidos por cada par de iniciadores microsatélites
(n) y el nimero efectivo de alelos (n_) de acuerdo conn_=1/Zp?

+ El poder discriminatorio para cada locus (D) fue calculado de acuerdo con la
siguiente férmula: D = 1- C

¢ Se determin¢ la probabilidad de coincidencia (C) de acuerdo con C = Zp/?
donde: p, = frecuencia genotipica observada para cada locus.

+  Secalculd la probabilidad total de identidad para los 6 loci microsatélites combinados.
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+ Conlos patrones alélicos de cada variedad y para cada loci se gener6 una matriz
de similitud empleando el coeficiente de Simple Matching (21). Luego se realiz6
un analisis UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages)
empleando el sofware NTSYS-pc (22) y se construyé un dendrograma que repre-
sentd las similitudes estimadas entre las variedades ensayadas, empleando el
programa TREE del sofware NTSYS-pc (17).

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 8 pares de primers microsatélites empleados, sélo 6 amplificaron patrones
de bandas reproducibles; ellos fueron: VVMD5, VVMD7, VVMD31, VVMD32, VIZAG62

y VIZAGT79.

La tabla 1 muestra los alelos y frecuencias alélicas obtenidos para cada locus
microsatélite estudiado. El nUmero de alelos detectados por locus vario entre 5
(VrZAG62 y VVMD32) y 10 (VrZAG79), con un total de 42 alelos en los 6 loci y un
promedio de 7 alelos por locus. Este valor fue superior al obtenido por Sefc et al. (20)
(5,8 alelos por locus) en una coleccion de variedades francesas.

Tabla 1. Alelos (en pares de bases) y frecuencias alélicas para 6 loci de microsatélites
ensayados en 7 variedades de vid de alta calidad enoldgica.

Locus Alelos

VVMD31 205
206

209

210

212

213

214

VrZAG62 181
189

198

200

203

VVMD5 226
227

228

232

233

236

238

240

Frecuencias

alélicas
0,0714
0,0714
0,0714
0,2143
0,2143
0,0714
0,2857
0,0714
0,2857
0,4286
0,0714
0,1429
0,0714
0,0714
0,2143
0,1429
0,0714
0,2143
0,1429
0,0714

Locus
VrZAG79

VVMD7

VVMD32

Alelos

238
246
247
248
250
251
252
253
259
260
239
243
247
248
251
255
261
243
248
256
260
277

Frecuencias

alélicas
0.0714
0.0714
0,0714
0,1429
0,2143
0,0714
0,0714
0,0714
0,1429
0,0714
0,5714
0,0714
0,0714
0,0714
0,0714
0,0714
0,0714
0,3571
0,1429
0,1429
0,0714
0,2857

Los alelos con mayor frecuencia se indican en negrita.
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Es posible que el mayor nimero de alelos/locus encontrado en el presente trabajo
se deba a la inclusion de variedades provenientes de diferentes «pools» genéticos, de
origen francés, espafiol y probablemente también italiano -tal es el caso de la variedad
Bonarda cultivada en Mendoza-, mientras que en el trabajo de Sefc et al. (20) solamen-
te se ensayaron variedades provenientes de Francia. Avalan esta hipétesis los resul-
tados de Bowers et al. (6) sobre un gran nimero de variedades de Francia evaluadas
también por marcadores microsatélites. Estos autores observaron escasa variabili-
dad y una alta proporcion de cultivares cercanamente emparentados, indicando una
estrecha base genética para los genotipos franceses. Once alelos mostraron una
frecuencia mayor al 20 %, mientras que 24 alelos fueron relativamente poco frecuen-
tes (< 7,2 %). El alelo con mayor frecuencia fue de 239 pb, que se obtuvo con el
cebador VVMD7, representando el 57 % de los alelos encontrados para este locus.

En la tabla 2 se puede observar que los loci microsatélites empleados mostraron
desde 1 (VVMD32) a 7 (VrZAG79) alelos Unicos (diferentes al resto); hubo diferencias
respecto del comportamiento hipervariable de los distintos loci.

Tabla 2. Tamafio de alelos (en pares de bases), por variedad, para los 6 loci
microsatélites (VVMD31, VIZAG62, VVMD5, VIZAG79, VVMD7 y VVMD32).

Variedad VVMD31 VrZAG62 VVMD5 VrZAG79 VVMD7 VVMD32
Merlot 210-214 181-198 226-236 259-259 239-247 243-243
Pinot Noir 214-214 189-198 228-238 238-248 239-243 243-277
Cabernet Sauvignon 206-210 189-198 232-240 250-250 239-239 243-243
Syrah 210-214 189-198 227-233 246-252 239-239 248-277
Bonarda 205-212 198-203 228-238 251-260 248-261 248-277
Tempranillo 212-212 200-203 236-236 248-253 239-251 256-256
Chenin 209-213 189-198 228-232 247-250 239-255 260-277

Tabla 3. Genotipos observados y frecuencias genotipicas (FG) obtenidos con 6
cebadores microsatélites en 7 variedades de vid de calidad enoldgica.

VVMD31 VrZAG62 VVMD5
GENOTIPOS FG GENOTIPOS FG GENOTIPOS FG
AE 0,1429 AC 0,1429 AF 0,1429
BD 0,2857 BC 0,5714 BE 0,1429
CF 0,1429 CE 0,1429 CD 0,1429
DG 0,1429 DE 0,1429 CG 0,2857
EE 0,1429 DH 0,1429
GG 0,1429 FF 0,1429
VIZAG79 VVMD7 VVMD32
GENOTIPOS FG GENOTIPOS FG GENOTIPOS FG
AD 0,1429 AA 0,2857 AA 0,2857
BF 0,1429 AB 0,1429 AE 0,1429
CE 0,1429 AD 0,1429 BE 0,2857
DH 0,1429 AE 0,1429 CcC 0,1429
EE 0,1429 AF 0,1429 DE 0,1429
GJ 0,1429 CG 0,1429
Il 0,1429
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El nimero de genotipos diferentes encontrados para cada locus varié desde 3
(VrZAG62 y VVMD32) a 7 (VrZAG79), con un total de 34, considerando los 6 loci
analizados. La distribucion por frecuencias para los distintos genotipos obtenidos fue
bastante homogénea, excepto para el microsatélite VIZAG62, en el cual un solo
genotipo representd el 57 % del total para ese locus (tabla 3, pag. 82).

La variedad Tempranillo mostré un genotipo «Unico» (no presente en ninguna otra
variedad), en cada uno de los 6 loci analizados, mientras que la variedad Chenin mostré
también un genotipo «Unico» en 5 de los 6 microsatélites (datos no presentados).

La heterocigosidad observada (H ) vario entre 42,9 % (para VVMD32) y 100 %
(para VrZAG62), con un valor medio de 76 %, mientras que la heterocigosidad espe-
rada (H,) lo hizo en menor medida, con valores desde 64,3 % (para VVMD7) hasta
87,8 % (para VrZAG79) (tabla 4). Sin embargo, el exceso o déficit de los heterocigotas
de acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg no fue significativo para ningun loci. Los
valores de CIP (contenido de informacién polimorfica) fueron menores que los valores
de H_. El nimero de alelos efectivos (n.) se correlaciono positivamente con el CIP. Por
ejemplo, el locus mas informativo fue ViZAG79 con un CIP de 84,9 % y n_de 8,17,
mientras que el menos informativo fue ViZAG62 con CIP de 53,2 % y n_de 3,37.

La tabla 4 muestra, ademas, la probabilidad de coincidencia (C) y el poder de
discriminacion (D) para cada locus microsatélite. Ellocus VIZAG79 presentd el mayor
poder discriminatorio (0,857) mientras que el locus VrZAG62, el menor (0,612).

Tabla 4. Parametros genéticos calculados a partir del analisis de 6 loci microsatélites
en 7 variedades de vid.
Locus He Ho

VVMD31 0,806 0,714

Ne CIP Pl C D
5150 0,733 0,157 0,184 0,816
VrZAG62 0,704 1,000 3,370 0,532 0,385 0,388 0,612
VVMD5 0,847 0,857 6,530 0,802 0,096 0,184 0,816
VrZAG79 0,878 0,857 10 8,170 0,849 0,061 0,143 0,857
VVMD7 0,643 0,714 2,800 0,621 0,151 0,184 0,816
VVMD32 0,745 0,429 3,920 0,680 0,154 0,224 0,776
Promedio 0,770 0,762 7 4,990 0,703 0,167

©0 01 N S

o~

H, heterocigosis esperada CIP contenido de informacion polimorfica
H, heterocigosis observada Pl  probabilidad de identidad

n ndmero de alelos C  probabilidad de coincidencia

n, ndmero efectivo de alelos D  poder discriminatorio

En conjunto, los 6 SSRs ensayados mostraron una probabilidad acumulada de
obtener genotipos idénticos de 7.68 x 10%. Este valor es un estimador del poder
discriminatorio de los 6 cebadores microsatélites, evaluados en forma conjunta, para
diferenciar las siete variedades de vid incluidas en el trabajo. Concretamente, indica la
probabilidad de que dos de las siete variedades ensayadas puedan no ser discrimina-
das mediante el uso conjunto de estos 6 cebadores microsatélites. El bajo valor obte-
nido indica que, mediante el uso combinado de estos 6 cebadores microsatélites, se
pueden discriminar, con un alto grado de certeza, las principales variedades de vid de
calidad enoldgica superior utilizadas en Argentina.
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La figura 1 muestra los patrones de bandas de las 7 variedades ensayadas, obte-
nidos con el iniciador microsatélite VVMD5. Se puede observar que el tamafio de los
alelos vari6 entre 226 y 240 pb. La presencia de dos bandas (alelos) en todas las
variedades, excepto Tempranillo, demuestra el comportamiento predominantemente
heterocigota para este locus.

Merlot P.Noir Cab.Sauv. Syrah Bonarda Tempr. Chenin

240 pb >

226 pb > . -

Figura 1. Patrones de bandas microsatélites de variedades de vid de alta calidad

enoldgica, obtenidos con el iniciador VVMD5.
Merlot

Cabernet Sauvignon

Pinot Noir

Syrah

Chenin

Bonarda

Tempranillo

011 01s 0.26 " o34 042
Figura 2. Dendrograma de 7 variedades de vid obtenido por el método de UPGMA
empleando el coeficiente de similitud de «Simple Matching».

En la figura 2 se puede observar que el andlisis de agrupamiento por el método
UPGMA separé claramente las variedades francesas (Merlot, Cabernet-Sauvignon,
Pinor Noir y Chenin) y Syrah, esta Ultima de origen aun incierto, de los cepajes
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Tempranillo y Bonarda. La Bonarda cultivada en Argentina presenta similitud morfolégica
con las Bonardas del norte de Italia (Bonarda Piemontese) (3) y el Corbeau de Francia
(16). Este agrupamiento de la Bonarda Argentina fuera del grupo varietal francés su-
geriria que su origen estaria mas asociado con la Bonarda Piamontese. Para corro-
borar esta hipétesis sera necesario recurrir a un analisis comparativo de ADN de es-
tos materiales, de acuerdo con lo sugerido por Rodriguez y Matus (16).

La comparacion de los patrones generados en este trabajo con los obtenidos en
otros laboratorios, utilizando los mismos cebadores y materiales (15, 18, 20), mostro,
en la mayoria de los casos, que los patrones de bandas eran consistentes. En el
presente trabajo se observaron escasas diferencias en la estimacion del peso molecular
de las bandas amplificadas, en comparacion con las realizadas por otros laboratorios.
Ello puede obedecer a que la determinacién del tamafio de las bandas es subjetiva y
depende de quien realice la lectura de las mismas.

La puesta a punto de esta técnica, junto con el desarrollo de patrones de varieda-
des de importancia en la provincia de Mendoza, permitira expandir su uso a viveristas
y productores de la region que buscan asegurar la identidad genética de los materia-
les que comercializan. En Argentina, ademas de las variedades tradicionales euro-
peas, de alta calidad enoldgica, se cultivan variedades locales llamadas «criollas»
que, en su conjunto, conforman mas del 60 % del encepado nacional. Patrones de
microsatélites para 9 variedades criollas argentinas y para Malbec fueron generados
previamente con los mismos cebadores utilizados en este trabajo (14), completando
asi la caracterizacion molecular por microsatélites de las variedades mas importan-
tes, en términos productivos, que conforman el encepado argentino.

CONCLUSION

Se puso a punto la técnica de marcadores moleculares microsatélites. Nuestros
resultados demuestran que 6 de los 8 iniciadores ensayados fueron suficientes para
la identificacion inequivoca de 7 variedades de vid de alta calidad enol6gica, de impor-
tancia en Argentina. De esta manera, la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universi-
dad Nacional de Cuyo podria ofrecer este servicio a viveristas y productores viticolas
interesados en garantizar la identidad genética de sus materiales comercializados.
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