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ABSTRACT

The Chilean wine industry has experienced a substantial modification during recent decades,
favoring the planting of the so-called fine cultivars over the traditional ones, such as the cultivar
Pais. On the other hand, the globalization of world markets has underlined the necessity of the
certification of the genetic identity and purity of these cultivars, which until recently was only
carried out by ampelographic methods. The direct analysis of DNA, including genomic repetitive
sequences such as mini and microsatellites, has permitted the development of new, powerful
analytical methods, used as molecular markers for different purposes. In this paper, the genetic
differentiation of some of the most commonly grown wine grape cultivars in Chile is presented. For
this purpose, a set of 12 microsatellite markers were used to characterize 20 cultivars of red and
white wine, producing a unique pattern of alleles or fingerprinting for each one. The expected
heterozygosity (He) for each marker was quite high and diverse, ranging from 0.27 to 0.87 (average
0.70), as diverse as the number of alleles identified with each marker, from 4 for VVMD-25,
VVMD-34 and VVS-29 to 10 for VVMD-28. The number of genotypes identified with each marker
was from moderate, 4 in VVMD-34, to as high as 15 with VVMD-28. The combination of a small
fraction of these markers (for example, VVMD-5 plus VVMD-28) allowed a complete identification
of the cultivars. Considering the foregoing, a combination of SSR markers is proposed to be used
in genetic certification of wine grapes.

Key words: wine grape cultivars, DNA, SSR, microsatellite, fingerprinting, Vitis vinifera L., Vitis
labrusca.

RESUMEN

La industria chilena del vino se ha modificado substancialmente en las ultimas décadas,
predominando la plantacién de los denominados “cultivares finos” sobre los tradicionales, como
la cepa Pais. Por otra parte, la globalizacién de los mercados ha resaltado la necesidad de certificar
laidentidad genéticay pureza de los cultivares, que hastahace poco tiempo se realiz6 exclusivamente
mediante ampelografia. El andlisis directo del ADN ha permitido el desarrollo de nuevas y
poderosas herramientas analiticas, como las secuencias de mini y microsatélites, actualmente
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usadas como marcadores moleculares para diferentes fines. En este trabajo se presenta la
caracterizacion genética de los cultivares de vides de vinificaciéon mas comunmente usados en
Chile. Para este proposito, se ha usado un conjunto de 12 marcadores de microsatélites para
caracterizar 20 cultivares de vino tinto y blanco, generando patrones alélicos unicos para cada uno
de ellos. La heterocigocidad esperada (He) para cada marcador fue bastante alta y diversa, entre
0,27 y 0,87 (promedio 0,70), y fue tan diversa como el numero de alelos detectados con cada
marcador, desde sélo cuatro para VVMD-25, VVMD-34 y VVS-29, hasta 10 para VVMD-28. El
namero de genotipos identificado con cada marcador fue moderado en algunos casos, cuatro en
VVMD-34, y hasta 15 con VVMD-28. La combinacién de un pequefio numero de estos marcadores
(por ejemplo, VVMD-5 mas VVMD-28) fue suficiente para obtener una completa diferenciacion
de los cultivares. Considerando estos antecedentes, se propone una combinacion de marcadores
para ser usada en certificacion genética de cepas viniferas.

Palabras claves: variedades de uva vinifera, ADN, polimorfismo, Vitis vinifera L., Vitis labrusca.

INTRODUCCION

Chile es reconocido en distintas partes del mundo
por su produccién vinifera (Del Pozo, 1998). La
produccién y exportacion de vinos, tanto por
cuenta de las grandes vifias tradicionales como
por las denominadas “vifias boutique”, hatenido
un aumento sostenido en los Gltimos afios, prin-
cipalmente en lo que respectaacultivares finos.
Chile tiene un alto porcentaje de plantacion de
cepas finas en comparacion con otros paises
importantes en este rubro (Costa Barros, 1998).
Esta condicion motiva un mayor cuidado en la
calidad del producto final, siendo aspectos sig-
nificativos, en este sentido, la certificacion de
origen de los vinos y su identidad genética.

La produccion de vinos finos estd basada princi-
palmente en antiguos cultivares provenientes de
Francia, los cuales se comenzaron a traer a
Chile en la década de 1850 (Del Pozo, 1998),
continuandose este proceso hasta hoy. El origen
de muchos de estos materiales es confuso o sim-
plemente desconocido (Del Pozo, 1998), siendo
escasos los cuarteles o vifias cuyas plantas han
sido multiplicadas bajo un control genético es-
tricto. Por otra parte, el origen genético de la
mayoria de los cultivares viniferos es descono-
cido, aunque recientemente se han identificado
posibles parentescos entre las cepas de distintas
regiones de Francia (Bowers y Meredith, 1997;
Sefc et al., 1997; Bowers et al., 1999a).

Ladiferenciacion e identificacion de estos culti-
vares ha representado un problema de dificil
solucion para las técnicas ampelograficas, basa-
das en el estudio de caracteres morfolégicos, bo-
tanicos y agronémicos (forma, tamafio y color
de planta, hojas y racimo, épocade maduracion,
resistencia a enfermedades, etc.) (Galet, 1979).
Ademas, estas caracteristicas pueden ser modu-
ladas por determinantes ambientales, tales como
el efecto de determinados patogenos, la etapa del
crecimiento o el ambiente agroclimatico en que
se encuentre la planta. Esta caracterizacion mor-
fologica depende del criterioy experiencia indi-
vidual de cada ampelégrafo. Esto ha llevado a
que en numerosas ocasiones existan genotipos
mal indexados, especialmente cuando se trata de
cultivares que presentan fenotipos muy sim ilares.

Por otra parte, la identidad genéticade un cultivar
puede modificarse debido amutaciones somaclo-
nales producidas durante su reproduccion vege-
tativa (Vignani et al., 1996), y aunque conserven
el nombre original, pueden presentar diferencias
tanto fenotipicas como genotipicas (sinonimia).
Lasinonimiatambién se aplica a cultivares que,
aunque genéticamente diferentes, se han mane-
jado como si fueran un Unico tipo. Alternativa-
mente, ladispersion geografica de un mismo ge-
notipo o cultivar suele conllevar su redenomi-
naci6n, por lo que un mismo genotipo presenta
diversos nombres (homonimia) (Vignani et al.,
1996; Cervera et al., 1998). “
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El uso de herramientas analiticas basadas en el
analisis directo del genoma (ADN) supera varios
de estos inconvenientes, debido a que el analisis
se hace independiente de factores ambientales
(Morelleral,, 1995). De esta manera, se obtienen
“marcadores moleculares” que definen un “perfil
molecular” o “fingerprinting” propio para cada
cultivar.

Existen diversos marcadores moleculares apli-
cables para estudios moleculares en plantas, y
especificamente para el desarrollo de estos per-
files moleculares (Ferreiray Grattapaglia, 1996).
En vides, ha sido posible identificar variedades
mediante analisis de fragmentos de restriccion
(RFLP)(Bowers et al., 1993), amplificacion de
fragmentos de ADN usando partidores de disefio
aleatorio (RAPD) (Collins y Symons, 1993;
Gogorcena et al., 1993; Jean-Jaques et al.,
1993; Qu et al., 1996; Stavrakakis et al., 1997,
This et al., 1997), amplificacién de fragmentos
delargo polimorfico (AFLP) (Sensietal., 1996;
Cervera et al.,, 1998) y secuencias simples
repetidas (SSR) (Thomasy Scott, 1993, Cipriani
etal., 1994; Bowers et al., 1996; Vignani et al.,
1996), entre otros.

Un método 6ptimo de analisis de ADN es aquel
que presenta un alto indice de polimorfismo,
exhibe una herencia codominante, se distribuye
a lo largo de todo el genoma uniformemente, y
permite una facil interpretacion de los datos ge-
nerados. En buena medida, estos requisitos son
cumplidos por las secuencias de microsatélites o
SSR (Rafalsky y Tingey, 1993), estudiadas me-
diante PCR (STMS, por Sequence Tagged Mi-
crosatellites; Thomas y Scott, 1993; Thomas et
al.,1994). Los SSR son series de entre dos y cin-
co nucleétidos que se repiten 10 6 mas veces
(por ejemplo (GA) ,, (CAC),, etc.), series que
a su vez se repiten muchas veces en el genoma
entero (Jeffreys et al., 1985; Tautz, 1989). Su
tipo y abundancia varia entre distintas especies
de plantasy animales (Lagercrantz et al., 1993),
y son considerados excelentes marcadores mole-
culares para distintos propdsitos, como estudios
de caracteres cuantitativos (Hearne et al., 1992)

u otros estudios genéticos en plantas (Morgante
y Olivieri, 1993), siendo propuestos como un
enfoque general para mapeo genético en euca-
riontes (Tautz, 1989; Beckmann y Soller, 1990).
El principal inconveniente de esta metodologia
es laidentificacion de los partidores, disefiados
a partir de secuencias conservadas adyacentes
al SSR.

Actualmente se cuenta a lo menos con 20 pares
de partidores de SSR de vides (Thomas ef al.,
1994; Bowers et al., 1996, 1999b), los cuales
han sido aplicados principalmente pararealizar
fingerprinting de cultivares de uva de mesa, de
vino y portainjertos de distintas especies de
Vitis. Los primeros trabajos correspondieron al
grupo de Thomas y Scott (Thomas et al., 1993;
Thomas y Scott, 1993). Alli se identificaron al
menos cuatro grupos de partidores, algunos de
los cuales resultaron tener una alta capacidad
discriminativa entre cultivares. Posteriormente,
este mismo grupo (Botta et al., 1995) y otros
(Cipriani et al., 1994; Bowers et al., 1996) han
optimizado metodologias libres de isdtopos ra-
diactivos y han desarrollado bases de datos que
permitirian comparar sus resultados con los de
otros laboratorios, anivel internacional (Thomas
et al., 1994). Mas recientemente, un consorcio
internacional de 20 laboratorios ha desarrollo
sobre 300 marcadores de SSR adicionales, los
que podran ser aplicados tanto en la caracteri-
zacion genética de la especie como para perfec-
cionar protocolos de fingerprinting.

La aplicacién mas importante de los SSR en
vides ha estado centrada en la identificacion de
genotipos (Thomas et al., 1994; Grando y Frisin-
ghelli, 1998; Lin y Walker, 1998; Sefc et al.,
1998; Meredith et al., 1999). Ademas, usando
una aproximacion estadistica basada en indices
de exclusion, se han podido determinar los pro-
genitores de varios cultivares de origen ancestral
desconocido. Por ejemplo, Bowers y Meredith
(1997) identificaron a Cabernet Franc y Sauvig-
non blanc como los progenitores de Cabernet
Sauvignon, el cultivar mas plantado en el mundo.
Usando la misma aproximacion, Sefc er al.
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(1997), identificaron los posibles progenitores
para cuatro variedades cultivadas en Alemania
y, més recientemente, Bowers et al. (1999a),
identificaron los progenitores de mas de 15 cul-
tivares tradicionales de Francia, entre ellos los
de Chardonnay.

En este trabajo se presenta la caracterizacion
genética de 20 cultivares de vides viniferas ba-
sadaen la determinacidonde los patrones alélicos
de 12 loci de microsatélites. La informacién co-
lectada constituye un catalogo cuyo principal
uso estareferido alaposibilidad de respaldar un
sistema de certificacién genética que asegure un
minimo de posibilidad de error al comparar
cualquiera de los genotipos considerados en el
estudio.

MATERIALES Y METODOS
Variedades analizadas y extraccion del ADN

Seanalizaron 20 cultivares de vides de vinifica-
cion (Vitis vinifera L.) manejados como una co-
leccion de genotipos (jardin de variedades) man-
tenidos en el Centro Regional de Investigacion
(CRI)LaPlatinadel Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA), ubicado cerca de la ciu-
dad de Santiago. El listado de estos genotipos,
correspondientes a cultivares de vino blanco y
tinto, se encuentraen ¢l Cuadro 1. Se colectaron
hojas en desarrollo (de unos 5 cm de diametro)
que se almacenaron a-80 °C hasta que se extrajo
su ADN, siguiendo el protocolo descrito por
Narvaez et al. (2000).

Marcadores de microsatélites (SSR)

Para el analisis de SSR se usaron partidores
para 11 loci disefiados por Bowers et al. (1996,
1999b), mas aquel denominado VVS-29, disefia-
do por M. Thomas, de CSIRO, Australia (resul-
tados no publicados). Las secuencias y otras ca-
racteristicas de estos partidores de SSR se en-
cuentran en las citas indicadas. Las secuencias
de los partidores VVS-29 son las siguientes:
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VVS-29 forward: 5’ CCCCAAGGCTCTGAAAACAATY
VVS-29reverse: 5’ TGCAAACGAAATAAAGCTTCCAY

Reacciones de PCR para SSR

Cadamezcladereaccion contenia (concentracio-
nes finales) 10 ng de ADN, 10 pmoles de parti-
dores (directo y reverso), 8 mM de dNTPs, 1,5
mM de MgCl,, tampén de PCR 1X (Tris-HCI 10
mM pH 8,3; KCI 50 mM y 0,01% de gelatina) y
0,5 U de Tagq polimerasa en 16 pL de volumen
final. Se usé un termociclador Perkin-Elmer con
el siguiente programa de amplificacion: desna-
turacién a 95 °C por 5 min; 35 ciclos de 95 °C
por 45 s, alineamiento a 56 °C por 45 s y exten-
siona 72 °C por 90 s; elongacion final por 7 min
a 72 °C.

Laeficienciade lareaccion de amplificacion fue
confirmada en un gel de agarosa-TBE al 2,5%,
cargando 7 pL de la reaccion; luego, se tomo 1
uL del producto de cada reaccion y se diluyo a
la mitad con tampén de formamida (0,05% de
azul de bromofenol y xilen cianol, en 95% de
formamida). Esta mezclase cargd en un gel des-
naturalizante de poliacrilamida al 6% contenien-
do urea (6,5 M), preparado en TBE 1X. La co-
rrida electroforética se realizé a 70-80 W, veri-
ficandose una corriente inicial de unos 1.800 a
2.000 V (temperatura 6ptima de corrida de 50
°C). Luego de aproximadamente 2 h, se procedio
afijary tefiirel gel con nitrato de plata, de acuer-
doal protocolo del kit Promega Silver Sequencing
(Promega) (Bowers et al., 1996). Los tamaiios
de cada’banda se determinaron por comparacion
con referencias de alelos de SSR de genotipos
conocidos, previamente analizadas en el labora-
torio y cargadas en el mismo gel. Ademas, se
compararon con patrones de algunos cultivares
disponibles en la literatura (ver Resultados y
Discusion).

Determinacionde la capacidad delos marca-
dores de SSR para diferenciar cultivares

Se contabilizé el namero de alelos y genotipos
identificados con cada marcador de SSR y en
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Cuadro 1. Alelos identificados en 20 cultivares de vid usando 12 marcadores de SSR. Los valores indicados
corresponden al tamafio de cada amplicén en pares de bases

Table 1. Alleles identified for the twenty grapevine cultivars using 12 SSR markers. Numbers refer to
amplicon sizes (in bp)

Marcador

Variedad VVMD-5 VVMD6 VVMD7 VVMD24 VVMD25 VVMD27
Aurora 236 - 212 - 249 247 218 210 253 - 185 179
Cabernet Franc 240 226 211 205 263 239 210 - 259 243 189 181
C. Sauvignon 240 232 212 211 239 239 219 210 253 243 189 175
Carmenére 238 226 212 211 263 239 214 210 259 243 189 175
Chardonnay 238 234 214 205 243 239 218 210 259 243 189 181
Gewiirztraminer 238 232 211 205 257 243 218 214 253 ~ 189 -

Merlot 236 226 212 205 247 239 214 210 253 243 191 189
Petit Syrah 232 226 214 205 239 - 214 210 245 - 191 189
Pinot noir 238 228 205 - 243 239 218 216 253 243 189 185
Portugais bleu 232 226 211 - 255 243 218 210 243 - 185 179
Ruby Cabernet 232 226 211 - 239 - 214 210 259 253 181 175
Sabat Vongie 236 - 214 - 249 247 210 - 245 - 181 -

Sauvignon vert 240 228 194 - 247 239 210 - 253 245 185 179
Sauvignon blanc 232 228 212 205 257 239 219 218 253 245 189 175
Sauvignon gris 232 228 212 205 257 239 219 218 253 245 189 175
Semillon 238 236 212 205 257 239 219 - 253 245 185 175
Silvaner 232 226 211 - 247 243 218 210 253 245 194 189
Verdot 238 232 214 205 257 239 218 210 253 245 185 179
White Riesling 234 226 214 211 257 249 218 210 259 253 189 181
Zinfandel 236 226 214 212 249 247 210 - 253 245 181 179

Marcador

Variedad VVMD28 VVMD31 VVMD32 VVMD34 VVMD36 VVS29

Aurora 271 237 212 - 273 - 240 230 264 252 179 171
Cabernet Franc 239 231 216 206 257 241 240 - 254 - 181 175
C. Sauvignon 239 237 210 206 241 241 248 240 264 254 181 179
Carmenére 253 239 210 206 241 - 240 - 272 254 181 175
Chardonnay 231 221 216 214 273 241 240 - 276 254 179 171
Gewiirztraminer 239 237 216 204 273 241 240 - 264 254 171 -

Merlot 237 231 216 212 24] - 240 - 254 - 181 175
Petit Syrah 231 221 216 212 273 241 240 - ND ND 179 171
Pinot noir 239 221 216 - 273 241 240 - 254 - 179 171
Portugais bleu 261 231 210 204 273 253 242 240 ND ND 171 -

Ruby Cabernet 261 237 210 206 253 241 248 240 264 ND 179 171
Sabat Vongie 271 221 224 216 273 - 240 230 264 268 179 -

Sauvignon blanc 239 237 216 210 257 241 248 240 295 264 179 171
Sauvignon gris 239 237 216 210 257 241 248 240 295 264 179 171
Sauvignon vert 261 239 212 206 | 257 253 240 -~ ND ND 179 171
Semillon 251 237 210 204 273 241 240 - 264 - 171 -

Silvaner 239 231 210 204 273 - 240 - 276 264 179 171
Verdot 261 221 216 212 251 241 240 - 254 - 179 171
White Riesling 235 233 212 204 273 253 240 - ND ND 179 171
Zinfandel 261 251 ND ND 265 255 240 - ND ND 179 171

SSR: Secuencias simples repetidas.

- indica que se detectd un Gnico alelo para una determinada combinacién marcador/genotipo, lo que puede corresponder
a un homocigoto o un alelo nulo (Botta et al., 1995).

ND: no determinado.
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base a estos datos se calculd la heterocigocidad
esperada (He = 1 - Epi?, siendo pi la frecuencia
alélica), expresada como porcentaje (Cuadro 2).
He refleja la capacidad de cada marcador de
SSR para diferenciar dos alelos seleccionados al
azar en una poblacion determinada (Powell et
al., 1996), en este caso, entre los 20 genotipos de
vides.

Para estimar tedricamente la capacidad de dife-
renciacion que tendria cada n.arcador de SSR (o
combinacion de ellos), se recurrio a la formula
deducida por Tessier etal.(1999). Brevemente,
se listaron los marcadores, comenzando por el
que tuviese el mayor niimero de genotipos obser-
vados, y posteriormente se agregaron secuencial-
mente los demas partidores, hasta los menos in-
formativos. Luego se calculd el nimero tedrico
de pares de genotipos no diferenciables, X,, ha-
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ciendo combinaciones con un nimero creciente
de marcadores (Cuadro 3). Para este calculo, se
us6 la formula:

k

- k
Yo NV -1) e
2 i

donde N es el nimero de genotipos estudiados,
[N(N-1)/2] representa el nimero de pares de
combinaciones diferentes entre genotiposy Cjes
la probabilidad de que dos individuos seleccio-
nados aleatoriamente presenten un fingerprinting
idéntico. Por ejemplo, si se tienen 20 genotipos,
existen 190 posibles combinaciones diferentes
entre ellos (pares), o dicho de otro modo, se tiene
una probabilidad de 1 en 190 de equivocarse si
se pretende identificar un genotipo en base a un
patrén Gnico. En este contexto, se define un

Cuadro 2. Resumen de la informacion obtenida con cada marcador de SSR analizado
Table 2. Summary of the information obtained for each SSR marker analyzed

Marcador
Caracteristica VVMD-5 VVMD-6 VVMD-7 VVMD-24 VVMD-25 VVMD-27
N° de genotipos observados 13 11 10 8 7 11
N° de alelos observados 7 S 7 5 4 7
N° de pares de genotipos
no diferenciados 7 9 10 12 13 9
Heterocigocidad
esperada (He) 0,8487 0,7846 0,7859 0,7026 0,7269 0,8205

Marcador

Caracteristica VVMD-28 VVMD-31 VVMD-32 VVMD-34 VVMD-36 VVS-29
N° de genotipos observados 15 11 9 4 9 5
N° de alelos observados 10 7 7 4 7 4
N° de pares de genotipos
no diferenciados 5 7 11 16 4 15
Heterocigocidad
esperada (He) 0,8705 0,7371 0,7308 0,2743 0,484 0,6577

SSR: Secuencias simples repetidas.
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Cuadro 3. Capacidad acumulada de los marcadores de SSR para diferenciar cultivares de vides viniferas
Table 3. Cumulative ability of the SSR markers to differentiate wine grape cultivars

Combinacion de marcadores

N° de pares no diferenciados

Valor calculado (X)! Valor observado

D28

D28+D5

D28+D5+D6

D28+D5+D6+D7

D28+D5+D6+D7+D27
D28+DS5+D6+D7+D27+D31
D28+D5+D6+D7+D27+D31+D24
D28+D5+D6+D7+D27+D31+D24+D32
D28+D5+D6+D7+D27+D31+D24+D32+D25
D28+D5+D6+D7+D27+D31+D24+D32+D25+D36

24,6025
3,7219
0,8016
0,1716
0,0308
0,0081
0,0024
0,0006
0,0002
0,0001

2 ot e e e e e e ()

SSR: Secuencias simples repetidas.

'El nimero tedrico de pares de genotipos no diferenciados (X,) se calculé de acuerdo a lo indicado en Materiales y

Métodos.

factor de exclusion, D, que es el complemento de
Cj (D =1-C)yesequivalente a la heterocigo-
cidad esperada, determinada para cada marcador
enbase alas frecuencias de los diferentes patrones
alélicos (Tessier et al., 1999). Como compara-
cidn alos valorestedricos calculados, se verificd
el nimero de genotipos que no es posible dife-
renciar efectivamente con cada combinacién de
marcadores (Cuadro 3).

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se han definido los patrones
genéticos para 20 cultivares de vides viniferas
(Cuadro 1), muchos de los cuales tienen carac-
teristicas ampelograficas que dificultan su dife-
renciacidon por métodos morfoldgicos clasicos.
Para este proposito, se han usado los marcadores
de ADN conocidos como microsatélites, conside-
rados lamejor alternativa si se cuenta con parti-
dores disefiados para loci genéticos polimérficos,
debido principalmente a sus caracteristicas de
reproducibilidad y buena calidad de la informa-
cién generada (Morgante y Olivieri, 1993).

LaFigura 1 muestra la separacion electroforética
enun gel de poliacrilamida desnaturalizante de
los alelos correspondientes al marcador VVMD-
5delos20 cultivares estudiados. Allitambién se
ilustrala calidad técnicay facilidad de interpre-
tacion de los patrones de microsatélites. En este
caso (VVMD-5) se encontraron 13 genotipos
diferentes combinando siete alelos de tamafios
entre 226y 240 pares de bases; dado que VVMD-
5 esun marcador de dinucleétidos, cuyos tamarios
sediferencian de dos en dos nucleotidos, en esta
serie solo falt6 labanda correspondiente al alelo
230. Deestos 13 genotipos, ocho patrones fueron
propios de un Gnico cultivar, cuatro patrones co-
rrespondieron a pares de genotipos indiferencia-
bles (sumando ocho genotipos) y hubo un grupo
de cuatro genotipos con igual combinacion alé-
lica. Este resultado es indicativo de la alta hete-
rocigocidad de este tipo de marcadores en vides.

El Cuadro 1 contiene la informacion de los
tamaifios (pb) de los amplicones identificados en
los 20 genotipos con los 12 marcadores de SSR.
Para el analisis subsecuente, no se considerara
almarcador VVMD-36 debido a que consistente-
mente mostrd dificultades técnicas en las reac-
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abernet Sauvignon

abernet Franc
Chardonnay
Gewiirztraminer

Pinot Noir
Carmenére

White Riesling
auvignon gris
Portugais Bleu

_ Petit Sirah
Ruby Cabernet

240

232
4+ 226

Figura 1. Pairones electroforéticos de genotipos de vid analizados con el marcador VVMD-5. Los tamafios de los
amplicones fueron calculados de acuerdo a la co-migracion con estandares auténticos de algunos cultivares (ver texto

y tamaiios indicados en el lado derecho).

Figure 1. Electrophoretic patterns of grapevine genotypes analyzed with the VVMD-5 marker. Amplicon sizes were
calculated based on co-migration of reference cultivars (see text and allele sizes at the right).

ciones de PCR, obteniéndose informacion s6lo
para 13 de los 20 genotipos. Del resto de los
marcadores, s6lo un genotipo carecié de infor-
macién en un marcador (Zinfandel en VVMD-
31). Para cada uno de los cultivares se cuenta
entonces con 11 a 12 loci caracterizados, con
excepcion del cultivar Zinfandel, con 10 marca-
dores caracterizados. Con cada marcador se
encontraron una o dos bandas, correspondientes
alocihomocigotos o heterocigotos, respectiva-
mente. El rango de heterocigosis fluctud entre
70% (marcador VVMD-6, ver Cuadro 1) y
100% (VVMD-28), aunque el marcador VVMD-
34 fue excepcionalmente bajo, con séloun 32%.
Considerando el conjunto de datos colectados
con el set de 11 marcadores, la heterocigosis
promedio fue de 77%, que aumenta a 82% si no
se considera el marcador VVMD-34. Estos valo-
res confirman la alta heterocigocidad de esta es-
pecie, laque podria ser aiin mayor si se determi-
nara que algunos homocigotos corresponden
mas bien a heterocigotos con alelos nulos, lo que
ha sido reportado en vides (Sefc et al., 1998).
Por esta razon, en el Cuadro 1 no se explicita si

efectivamente se trata de un homocigoto, excepto
en Cabernet Sauvignon, parael cual se conocen
los alelos respectivos de los progenitores (Bowers
y Meredith, 1997).

Elanalisis de SSR “genera” alelos nulos porque
uno o ambos sitios de union de los partidores de
PCR estan mutados por modificaciones puntua-
les, inserciones o deleciones de fragmentos de
ADN, lo que impide fa amplificacion. El disefio
de nuevos partidores, que reconozcan secuencias
alternativas cercanas al SSR, puede ayudar a
amplificar alelos “desaparecidos”y confirmaria
que se trata de alelos nulos (Calleny Thompson,
1993), aunque la forma mas usual de verificarlo
es estudiar la descendencia de un cruzamiento
entre el genotipo con un supuesto alelonulo (ge-
notipo incognito) y otro que sea heterocigoto; si
en la progenie se obtiene una mezcla en porcen-
tajes iguales de dos heterocigotos, el genotipo
incégnito era efectivamente homocigoto, pero si
ademas de estos heterocigotos (ahora reducidos
aun25% cadauno) se encuentran otros dos gru-
pos de segregantes, cada uno también con un
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25% de “homocigotos” (nulos verdaderos), en-
tonces se confirmaria la presencia del alelo nulo
en el progenitor testeado. Una forma indirecta
de estimar la frecuencia de alelos nulos en una
determinada poblacién fue discutida por Sefc er
al. (1998), quienes, analizando una poblacién
de mas de 60 cultivares y portainjertos austriacos,
determinaron que los marcadores VVMD?7,
VVMD-28, VVMD-36 y VVS-29 tendrian una
baja probabilidad de presentar alelos nulos, ba-
sados en los valores de He y Ho (heterocigocidad
esperada y observada, respectivamente). Por el
contrario, VVMD-5 y VVMD-32 si podrian
aportar alelos nulos (Sefc et al., 1998).

Todos los marcadores fueron altamente polimér-
ficos entre los cultivares analizados, detectandose
elmayor nimero de alelosy genotipos diferentes
(10 y 15, respectivamente) con el marcador
VVMD-28. Esta informacion, ademas de los va-
lores de He (que refleja la capacidad de cada
marcador para diferenciar dos o més cultivares
elegidos al azar), se resume en el Cuadro 2. De
acuerdo a estos datos, los marcadores VVMD-
28 y VVMD-5, ambos con valores de He supe-
riores a 0,84, serian los mejores marcadores pa-
radiferenciar los 20 cultivares considerados en
este trabajo. Cabe mencionar que esta situacion
dependera en primer lugar del nimero y natura-
leza de los cultivares que se estan analizando,
aunque también de la “calidad” técnica del mar-
cador (ver mas adelante) asi como de lahomoge-
neidad propiadelcultivar (Grando y Frisinghelli,
1998). Sefc et al. (1998) también identificaron
almarcador VVMD-28 como el mas informativo,
aunque ellos analizaron otro grupo de marcadores
y genotipos, entre los que se comparten sélo
algunos con este trabajo.

Para identificar confiablemente un cultivar, es
conveniente usar el maximo de descriptores,
pero debido al alto costo de la metodologia es
necesario, al mismo tiempo, definir un niimero
minimo de marcadores de SSR, manteniendo un
bajo nivel de riesgo de confundir genotipos es-
trechamente emparentados. En este sentido, es
también necesario determinar la diversidad gené-

ticainherente a los cultivares y portainjertos del
geénero Vitis en su conjunto y de la especie V.
vinifera en particular (Tessier et al., 1999; Nar-
véez et al., 2000). Para determinar la combi-
nacion de marcadores que permitiera la mejor
diferenciacion de los cultivares viniferos (Cuadro
3), se considerd lo propuesto por Tessier et al.
(1999), quienes estimaron un valor tedrico del
numero de genotipos no diferenciables, basados
en el nimero de genotipos observados para cada
marcador. Como segundo criterio, se eligieron
marcadores que tuvieran mayor facilidad para
identificar sus diferentes amplicones, razén por
la que VVMD-7 aparece precediendo a otros
marcadores con mayor nimero de genotipos
observados, como VVMD-27 o VVMD-31.

Como se puede apreciar en el Cuadro 3, la
combinacion de tres marcadores (VVMD-28, -5
y -6) mostré una alta capacidad discriminativa,
representada por un namero de genotipos no di-
ferenciados menor que la unidad (0,80), lo que
indica que sélo un par de genotipos no fue dife-
renciado. Esos dos genotipos corresponden a los
cultivares Sauvignon blanc y Sauvignon gris,
que son considerados clones que se han diferen-
ciado pormutaciones en la via biosintéticade las
antocianinas (Galet, 1979), lo que explica su
alta similitud genética. Este analisis fue corro-
borado con el de los genotipos efectivamente di-
ferenciados (Cuadro 3), donde se verificé que
bastaria la combinaciéon de los marcadores
VVMD-28 y VVMD-5 para diferenciar los 20
genotipos estudiados (con la excepcién antes
mencionada). De esta manera, este trabajo de-
muestra que los cultivares viniferos mas comun-
mente usados en Chile pueden ser identificados
mediante dos marcadores de SSR, VVMD-5 y
VVMD-28, los cuales pueden ser ampliados a
cuatro (sumando los marcadores VVMD-6 y
VVMD-7) para tener mayor seguridad en las de-
terminaciones. Ademds, estos cuatro marcadores
se pueden combinar en corridas electroforéticas
dobles, ya que los tamafios de sus alelos no se
sobreponen. Estas dos parejas (“duplex”) serian
VVMD-5+VVMD-7y VVMD-6 +VVMD-28.
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A pesar que los cultivares de vid son multipli-
cados vegetativamente, y por lo tanto no debieran
existir diferencias entre genotipos de un mismo
cultivar, se han descrito diferencias entre clones
de cultivares como Sangiovese y Colorino usando
marcadores moleculares como AFLP (Sensi et
al.,1996) y microsatélites (Vignani et al., 1996).
Debido a ello, en este trabajo se verificé la re-
producibilidad de los patrones de SSR, analizan-
dose los patrones de SSR de entre seisy diez ge-
notipos paracinco cultivares. La Figura2 mues-
trael resultado con tres de estos cultivares (Car-
menére, Chardonnay y Merlot), usando el marca-
dor VVMD-5. Se observa una completa identidad
entre los patrones de las distintas plantas de ca-
da cultivar, lo que demuestra la alta reproduci-
bilidad del método usado.

Enrelacién con esto, los marcadores mas utiles
son aquellos que muestran alelos (amplicones)
condiferencias de mas de 2 pares de bases entre
cultivares (Liny Walker, 1998), yaque la deter-
minacion del tamafio de los alelos puede variar
entre uno a dos pares de bases, de acuerdo al
ADN usado como referencia y al método de
visualizacion de las bandas. Es asi como el
método de tincidén con plata entrega tamafios con
uno, dos (Bowers et al., 1996, Bowers ef al.,
1999b) o hasta cuatro u ocho pares de bases de
diferenciaalos estimados con sistemas de secuen-
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ciacion automaticos basados en marca fluores-
cente (Grando y Frisinghelli, 1998; Sefc et al.,
1998). Dado que aqui se ha usado tincién de pla-
ta, los patrones moleculares determinados deben
compararse con los resultados obtenidos con la
misma metodologia.

Los cultivares incluidos en este estudio corres-
ponden aalgunos de los mas usados en el mundo,
casi todos provenientes de Francia. Estos culti-
vares han sido caracterizados anteriormente
(Bowers y Meredith, 1997; Sefc et al., 1998;
Bowers et al., 1999a, 1999b), encontrandose
unaalta consistencia con lostamafios de los ale-
los reportados aqui para los cultivares Cabernet
Sauvignon, Cabernet Franc, Sauvignon blanc,
Pinot noir, Chardonnay, Merlot, Semillon,
Sauvignonblanc, Silvanery Riesling. Para estos
cultivares, se compar6 directamente con ADN
de los respectivos genotipos obtenido del Founda-
tion Plant Material Service de la Universidad de
California, Davis, y del Institut National de la
Recherche Agronomique, INRA, Montpellier,
Francia, encontrandose perfecta coincidencia
en cada caso. Este resultado indica que las plan-
tas mantenidas en el jardin de variedades del
INIA, CRI La Platina, establecido a partir de
materiales colectados en vifiedos nacionales,
estan correctamente indexadas, aunque se tiene
evidenciade al menos un error en esta coleccion,

Referencias

Ch Ca Me Carmenére

Chardonnay Merlot

s

Figura 2. Reproducibilidad de los patrones de secuencias simples repetidas (SSR). Andlisis en gel de electroforesis de
los patrones de SSR de seis plantas diferentes para tres cultivares (segtin se indica) usando el marcador VVMD-5.
“Referencias” corresponden a las plantas usadas en este trabajo para generar los patrones sefialados en el Cuadro 1:
Chardonnay (Ch), Carmenére (Ca) y Merlot (Me), respectivamente.

Figure 2. Reproducibility of the SSR patterns. Electrophoresis separation of simple sequence repetition (SSR) PCR
products for six different plants of three cultivars (as indicated) using VVMD-5 marker. “References” are the
genotypes effectively used in this work to generate the complete SSR pattern listed in Table 1: Chardonnay (Ch),

Carmenére (Ca) y Merlot (Me) respectively.
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correspondiente a un grupo de plantas de Car-
menere consideradas como Merlot hasta antes
de este trabajo (Hinrichsen er al., 2001). Del
resto de las variedades, no se puede tener certeza
de suidentidad, ya que no se cuenta con referen-
cias auténticas. Como han demostrado reciente-
mente Meredith et al. (1999), es fundamental
disponer de mas de una referencia para hacer
una certificacidn confiable, o bien disponer de la
informacion proveniente de centros como los
mencionados mas arriba, repositorios de culti-
vares y clones de referencia internacional.

Ademas de los 20 cultivares analizados mas
exhaustivamente, se dispone de informacion que
permite diferenciar a otros genotipos de mas re-
ciente ingreso al pais, o que tienen menor impor-
tancia productiva, como por ejemplo los cultiva-
res de uva blanca Viognier y Mouvedre. Estos
cultivares fueron recientemente introducidos al
valle de Casablanca, siendo diferenciables de
los otros 20 con s6lo dos marcadores analizados
(VVMD-5y VVMD-7), aunque han sido caracte-
rizados en otros dos marcadores, también poli-
moérficos (VVMD-6 y VVMD-28). Ademaés, ha
sido posible identificar genéticamente una serie
de muestras cuyo patrén molecular no coincide
con ningun cultivar conocido. Algunas de éstas
corresponden en uno o ambos alelos con las ce-
pas correspondientes a los vifiedos donde se han
encontrado, por lo que podrian corresponder a

descendientes de esas mismas cepas; en otros
casos, en cambio, se han detectado genotipos
que en mas de un Jocus no coinciden en ningiin
alelo con las cepas que podrian ser sus progeni-
tores (estimados por similitud ampelografica),
lo que plantea una interrogante para futuras in-
vestigaciones sobre el tema.

CONCLUSIONES

Elanalisis mediante microsatélites (SSR) permite
lainequivocaidentificacion de los cultivares de
vides viniferas mas comunes en el pais, con ex-
cepcion de Sauvignon blanc y Sauvignon gris.
Lainformacion presentada en este trabajo puede
constituir la base de un sistema de certificacién
genética, complementaria a estudios ampelo-
graficos.
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