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OBIJETIVOS

Los objetivos de este proyecto eran:

1. Establecer una metodologia Unica de documentacion en las colecciones de vid espafiolas, acorde
con el Inventario de Recursos Fitogenéticos mantenidos en instituciones espafiolas y centralizar
dicha informacion en el Centro de Recursos Fitogenéticos del INIA.

2. Instaurar un sistema normalizado para la identificacion y caracterizacién de las variedades de vid
presentes hoy en las colecciones de vid espafiolas, o que se puedan prospectar e incorporar en el
futuro, que permita describirlas y diferenciarlas.

3. Crear una coleccién nuclear de vid que represente la diversidad genética viticola en Espafia.

4. Racionalizar el sistema de conservacion del germoplasma de forma que se garantizase su
pervivencia con el menor coste posible.

RESULTADOS FINALES

Fruto de los trabajos realizados sobre el total de 2.175 accesiones estudiadas (Tabla 1) fue la
deteccion de 94 genotipos que se correspondian con variedades comerciales espafiolas, 77 eran
extranjeras, 34 de mesa, 48 hibridos productores directos o portainjertos, 48 variedades
minoritarias conocidas y 311 variedades desconocidas o nuevas minoritarias. Una vez depurada la
informacién, y teniendo en cuenta las coincidencias, resulté que 95 genotipos correspondian a
nuevas variedades de vid encontradas. De ellas, 71 se prospectaron con un nombre determinado,
pero el resto (24), necesitarian un estudio bibliografico adicional para poder llegar a la asignacién
de un nombre de variedad concreto, ademas de una investigacion en las localidades de cultivo con
el fin de encontrar sus verdaderas denominaciones histéricas.

Tabla 1. Resultados del andlisis de identificacion de las 2.175 muestras analizadas

CCAA Muestras Variedades minoritarias Variedades minoritarias Muestras Variedades Registradas
analizadas conocidas nuevas desconocidas RVC

Madrid 257 9 11 6 47
Castillay Ledn 65 8 18 4 34
Castilla-La Mancha 46 2 40 1 3
Extremadura 25 1 1 1

Murcia 20 0 1 1 9
Aragdn 411 18 20 42 77
La Rioja 39 2 8 11 18
Navarra 242 7 11 7 43
Catalufia 300 17 15 86 86
Valencia 137 5 8 3 50
Baleares 42 4 2 3 16
Andalucia 87 3 6 3 23
Canarias 140 7 5 10 25
Galicia 204 6 11 18 56
Asturias 27 1 2 1 9
Cantabria 104 2 2 19 20
Pais Vasco 29 1 2 1 17

De entre las variedades minoritarias de las que ya existia informacion previa a este trabajo, se han
encontrado muchas que todavia se cultivan de manera vestigial en parcelas de diferentes regiones.
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Estas variedades se conocen gracias a la conservacién en las colecciones de variedades de vid y a las
referencias histdricas. Algunas se repiten en varias regiones, como las que se detallan en la Figura 5.
Estos resultados son importantes porque nos muestran una distribucion temporal de lo que se
cultivaba en las distintas zonas, en décadas pasadas.

La presencia de variedades como Castellana Blanca (encontrada en 30 parcelas de Aragdén, Navarra,
Castilla y Ledn, Madrid y Castilla-La mancha) o Hebén (encontrada en 8 localizaciones de Catalufia,
Navarra, Madrid y Castilla-La Mancha), explica ahora en parte, su implicacién en el origen de
muchas de las variedades de nuestro pais (Ibafiez et al., 2012; Lacombe et al., 2013; Mena et al,,
2014; Zinelabidine et al., 2015). Al igual que la variedad Benedicto, de origen aragonés e implicada
en el origen de la variedad Tempranillo (Ibafiez et al., 2012), encontrada en 6 parcelas de Aragon,
Madrid y Castilla-La Mancha. En las regiones del sur, sin embargo aungue también han aparecido
variedades minoritarias conocidas, se distribuyen en un nimero menor de parcelas en comparacion
con otras Comunidades Auténomas. Dos ejemplos son las variedades Perruno Extremefio
(Extremadura) y Albillo de Pozo (Castilla-La Mancha).

Interpretacion de los resultados a nivel molecular

Con el total de muestras analizadas se detectaron 142 alelos diferentes, con un promedio de 17,5
alelos por marcador, y un valor promedio de PIC (“polymorphic information content “) de 0,82. En
la Tabla 3, se muestran los valores de los indices de diversidad obtenidos para cada uno de
marcadores utilizados.

Tabla 2. Hobs- Heterocigosidad Observada; Hexp - Heterocigosidad esperada;
PIC-polymorphic information content.

Locus N2 alelos Hobs HExp PIC

VVIV67 28 0,864 0,879 0,866
VMC4F3-1 21 0,84 0,876 0,863
VVIP31 19 0,877 0,879 0,867
VVS2 19 0,838 0,844 0,826
VWIV37 18 0,798 0,835 0,817
ZAG 79 17 0,82 0,832 0,812
VVMD27 12 0,795 0,841 0,821
VVIN16 8 0,678 0,687 0,63

Aungue el marcador VVIN16 presenté un namero de alelos bajo, sus valores de heterocigosidad y
las frecuencias alélicas observadas hacen que sea suficientemente informativo. Los rangos alélicos
de todo el conjunto de loci analizados se encuentran entre los 121 y 401 pb, con una diferencia de
17 a 71 pb entre los alelos de menor y de mayor tamafio dentro de cada locus. Existen alelos
ampliamente dominantes en el material estudiado, como fueron el alelo de 163 pb del marcador
VVIV37, el de 251 pb de ZAG79 y el alelo de 131 pb de VVS2. De la misma manera fueron
detectados 20 alelos con presencia exclusiva en una accesién. El marcador que presentd un
ndimero mayor de alelos de este tipo fue el microsatélite VVIV67, mientras que por el contrario, en
el VWMD27 no se detectd ningln alelo exclusivo de accesidon. Respecto a la relacion de genotipos
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heterocigdticos y homocigdticos para cada locus, como era de esperar, todos los marcadores son
altamente heterocigdticos.

Documentacidn de recursos fitogenéticos en el inventario nacional.

Se cosiguid unificar los datos de pasaporte de todas las colecciones de vid en Espafia, de acuerdo
con las normas internacionales de la FAO. Con este sistema queda determinado el lugar donde se
han recolectado todas las muestras conservadas en coleccion, identificando si son muestras Unicas
o se han encontrado en distintos sitios. Los resultados de organizacién de la informacion por parte
de todas las colecciones de vid existentes en Espafia y de normalizacion de la misma han sido
notables (tabla 3). Antes de comenzar el proyecto, el Centro de Recursos Fitogenéticos solo
disponia de informacién de 2 ¢ 3 colecciones y en algunos casos de manera muy incompleta. En
estos momentos se han actualizado y completado todos los datos de pasaporte, con unas normas
comunes y utilizadas a nivel internacional y pueden consultarse en el Inventario Nacional de Vid.

Tabla 3: incorporaciones a la base de datos del CRF de accesiones conservadas
en colecciones espafiolas de vid.
Entradas en CRF  Entradas en CRF

Institucion Cddigo Localizacion 2 30-10-2010 3 28-02-2017

Misién Bioldgica de Galicia (CSIC) ESPO09 Salcedo (PO) 0 139
Rancho de la Merced (IFAPA) ESPO74 Jerez (CA) 352 361
IMIDRA-Madrid ESPO80  Alcalad de Henares (M) 3411 3530
ITACyL-Castilla y Ledn ESP109 Valladolid 0 125
Gobierno de Aragon ESP121 Zaragoza 0 397
CCBAT-Canarias ESP172 Tacoronte (TF) 0 46

U. P. de Navarra ESP197 Pamplona (NA) 0 255
IRFAP-Baleares ESP200 Palma de Mallorca 18 46

IVICAM-Castilla-La Mancha ESP216 Tomelloso (CR) 0 286
INCAVI-Catalufia ESP220 Villafranca del P. (B) 0 315
EVENA-Navarra ESP221 Olite (NA) 0 122
EVEGA-Galicia ESP223 Leiro (OR) 0 259

Estudio molecular complementario con SNPs

En 2016 se llevo a cabo el estudio mediante marcadores SNPs de muestras desconocidas y de
especial interés, con el fin de tratar de profundizar en la identificacién y las relaciones genéticas
entre las muestras estudiadas en el proyecto y también con otras variedades nacionales e
internacionales existentes en la base de datos de SNPs del Instituto de Ciencias de la Vid y del Vino
(ICVV). Esta base de datos ya contaba entonces con mas de 2600 genotipos diferentes para 48
SNPs. La idea era analizar cada nuevo genotipo con un total de 240 SNPs: se eligieron 363 muestras
procedentes de 13 CCAA (Aragdn, Asturias, Cantabria, Castilla-La Mancha, Castilla y Ledn, Catalufia,
Galicia, Islas Baleares, La Rioja, Navarra, Pais Vasco y Valencia), que hicieron llegar ADN al ICVV- La
Rioja para su estudio.

Con los datos obtenidos y con los que ya contaba el ICVV, se llevé a cabo un andlisis de trios
compatibles hijo-madre-padre utilizando el software Cervus 3.0.7. Una primera seleccion se llevo a
cabo teniendo en cuenta el nimero de marcadores incompatibles en el trio, el LOD o fiabilidad, la
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existencia de otros trios con LOD parecidos, asi como la existencia de informacion en la literatura.
Asi se seleccionaron trios para 125 genotipos diferentes (de los 227 genotipados en el proyecto),
para 95 de los cuales no existian datos de origen genético en el Catdlogo Internacional de
Variedades de Vid (www.vivc.de). En algunas ocasiones, la informaciéon disponible en la literatura
cientifica junto al andlisis de pedigries permitié identificar con seguridad algunos genotipos, con lo
gue se aumentd a 106 el numero de genotipos del proyecto identificados con SNPs. En cuanto al
analisis de pedigries en si, uno de los resultados mas destacables fue la aparicién de la variedad
femenina Hebén en 37 trios, confirmando su papel preponderante en la conformacion varietal de la
viticultura ibérica y en la diseminacién del clorotipo A (Lacombe et al. 2013; Zinelabidine et al.
2015). Asimismo una variedad de Aragdn, muestreada en dos localizaciones, y considerada de gran
antigliedad, ha resultado ser el progenitor de un nimero muy importante de variedades (23) entre
las que se encuentran Graciano o Trepat.

El resumen global se detalla en la tabla 4, con la distribucion del nimero de Trios por Institucion
(Un mismo trio puede involucrar entre 1y 3 instituciones).

Tabla 4: resultados de los analisis realizados con SNPs

Entidad n2 de muestras n2 de trios
ITACyL 13 7
IVICAM 49 33
EEAD-Movera 59 49
EVENA 6 4
U. P. de Navarra 6 0
GVA 9 5
INCAVI-IRTA 138 34
UiB 21 12
CIFA 18 3
Dip. VIZCAYA 6 4
EVEGA 29 4
SERIDA 9 1

Caracterizacién ampelografica.

Siguiendo la metodologia propuesta en el protocolo del proyecto, se realizd la caracterizacion
ampelografica de las accesiones no identificadas o nuevas. Esta descripcion se ha hecho en base a
73 caracteres, que incluyen los 44 caracteres CPVO vy los caracteres OIV utilizados en bases de datos
internacionales (European Vitis Database). La caracterizacion se ha realizado en 341 accesiones en
base a los siguientes criterios:

1. Variedades que no estan descritas en la bibliografia por tratarse de nuevas variedades
minoritarias.

2. Variedades encontradas en diferentes Comunidades Auténomas con distintos nombres, a veces
incluso sin nombre.
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3. Variedades encontradas en una Unica Comunidad Auténoma pero de la que se han encontrado
diferentes muestras en distintas parcelas o se han considerado de interés para su inclusién en el
Registro de Variedades Comerciales.

En concreto, en el IVICAM se realizd la caracterizacién ampelografica de los 31 genotipos que

aparecen en la tabla 5, todos recolectados en Castilla-La Mancha.

Tabla 5: Genotipos caracterizados ampelograficamente en [VICAM

Churriago Moribel Rubeliza Rojal Fusca Albillo de Pozo
Gallera Negra Marfilefia Jarrosuelto Gallera Blanca Gallera Roja
Moscatel Serrano Flamenca Granadera Gordera Roja Montonera
Serola Pintailla Pintada Teta de Vaca Tinta  Blanca del Tollo
Azargon Tinto Fragoso Gallera Dorada Albilla Dorada Lucomol
Tortozona Tinta Tinto Bastardo  Crepa Zurieles Halugui
Mizancho

Caracterizacién morfométrica. Hoja media.

Para las accesiones que resultaron “Desconocidas o Nuevas minoritarias” se realizd el estudio de la
hoja media por parte de la Misién Bioldgica de Galicia (CSIC). Se analizaron 31 genotipos del
IVICAM, 35 de EVENA, 20 de UPNA, 11 de DFB, 9 de ITACyL, 5 de UIB, 5 de ICVV, 2 de IMIDRA, 13 de
INCAVIy 6 de Murcia.

Entre cuajado y envero, para cada genotipo, se recogieron 11 hojas adultas de los nudos 8 6 9 de
pampanos fructiferos de madera del afio. En cada una de las 11 hojas por accesioén, se midieron los
parametros necesarios para la reconstruccién de la hoja media tipica segin la metodologia de
Martinez y Grenan (1999) (Figura 9). Para ello se realizaron previamente fotografias de cada una de
las hojas, que posteriormente fueron medidas mediante el Programa analySIS 3.0 software (Soft
Imaging System GmbH, Miinster, Germany).
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Figura 1: Pardametros medidos para la reconstruccion de la hoja media
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En la Figura 2, se presentan los resultados del Analisis en Componentes Principales, en funcion de
las relaciones calculadas a partir de los pardmetros base que se muestran en la Figura 1, utilizados

también para la reconstruccion de la hoja media tipica. Las tres primeras componentes acumulan
un 84,38 % de toda la variabilidad.
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Figura 2: Resultados del Analisis en Componentes Principales (ACP). Distribucion de
las diferentes accesiones, en funcion de las tres primeras componentes.

Esta metodologia resulté Util para agrupar variedades muy relacionadas genéticamente,
concordando con los resultados de anadlisis molecular y ampelogréfico (Fig.3).
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Figura 3: hojas medias de la variedad Albilla Dorada (izda) y Moribel (dcha), de Castilla-La Mancha.

Establecimiento de una coleccién nuclear.

Otro de los objetivos propuestos en la memoria cientifica era el establecimiento de una coleccién
nuclear con el material recolectado. Para construir esta coleccion nuclear se empled el software
MStrat 4.1 (Gouesnard et al. 2001), basado en la “Estrategia M” o Estrategia de Maximizacion
(Schoen y Brown 1993). Esta estrategia selecciona las accesiones integrantes de la coleccién nuclear
maximizando el nimero de clases observadas en todos los loci. Para las variables cualitativas, el
nimero de clases es determinado por los posibles valores existentes en cada variable. Asi,
considerando un conjunto de variables moleculares o morfoldgicas, la riqueza total es la suma de
los valores de riqueza de las diferentes variables.

f Average (Target) = X
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Figura 12. Curva de redundancia obtenidas mediante la Estrategia M
frente a la Estrategia R (“Random”) para 9 de marcadores moleculares
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Para decidir de cuantas accesiones debe constar una coleccién nuclear es esencial determinar la
redundancia de la coleccién de partida. El punto en el que las accesiones comienzan a solapar en su
contribucion a dicha coleccién representa su tamafio éptimo (en la Figura 4 se muestra un ejemplo
de las simulaciones llevadas a cabo).

Tras determinar la redundancia, se generaron colecciones nucleares indicando al software el
nimero de variedades deseado y estableciendo 20 réplicas y 500 iteraciones. A pesar de que el
método implementado en MStrat asegura la obtencion de una coleccion nuclear con la variabilidad
o0 rigueza deseada, cada réplica puede dar lugar a una coleccion conformada por diferentes
accesiones. De las diferentes colecciones de 20 accesiones obtenidas, se selecciond aquella que
presentd el mayor valor de indice de Shannon. La coleccién nucleo asi establecida (Tabla 6)
contiene el 84% de toda la riqueza alélica detectada en las muestras analizadas en el proyecto.

Tabla 6. Coleccion nucleo.

Genotipo n? Identificacién con SSRs
1 1GEN_0404 TROBAT
2 GEN_0508 NEHELESCOL
3 GEN_0971 THOMUSCAT
4  GEN_0975  MUSKAT USBEKISTANSKII
5 GEN_1158 CHURRIAGO
6 GENP_0033 MILLARDET 41-B
7  GENP_0069 PORTAINJERTO SIN IDENTIFICAR
8 GENP_0252 CASTEL 10628
9 GENP_0756 NEGRAL
10 GENP_1013 ONDARRABI ZURIA
11 INCAVI_34 DESCONOCIDA
12 MEXT_0025 TINTA REDONDA
13 MEXT_1628 CAMPBELL EARLY
14 MEXT_1635 DESCONOCIDA
15 MEXT_1894 DESCONOCIDA
16 MEXT_2021 DESCONOCIDA
17 MEXT_2062 DESCONOCIDA
18 MEXT_3175 DESCONOCIDA
19 MEXT_3177 DESCONOCIDA
20 MEXTpp_0001 PORTAINJERTO SIN IDENTIFICA

Se podria concluir diciendo que la colaboracién de mas de 70 expertos del conjunto de
Comunidades Auténomas vy la utilizacion de las técnicas mas actuales de identificacién molecular
permitieron la recuperacion de noventa y cinco variedades minoritarias autdctonas de vid
pertenecientes al patrimonio viticola comun, pero que habian caido en el olvido. Es la primera vez
que se realiza en Espafia un estudio de estas caracteristicas desde la creacidon de la coleccidén de
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Villava (Navarra) por Nicolas Garcia de los Salmones, en 1914. Los resultados derivados del
proyecto contribuirdn a diversificar nuestro catdlogo varietal, asi como a poner a disposicién del
sector y del mercado un material que nos permita hacer frente a las necesidades actuales y de
futuro de la viticultura y la enologia espafiolas.
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difusion

El desarrollo de este proyecto permitid documentar la gran diversidad genética de la vid en Espafia
después de los vastos programas de prospeccion y recuperacion de variedades realizada en la
ultima década, que completaba y mejoraba los llevados a cabo a finales del siglo XIX por Nicolads
Garcia de los Salmones. Los resultados obtenidos demuestran que en las prospecciones realizadas
Por Garcia de los Salmones no se recogio toda la diversidad varietal de vid existente en Espafia.

A pesar de la erosion genética sufrida por el material vegetal en nuestro pais durante los ultimos
100 afios, se siguieron cultivando a nivel local muchas variedades minoritarias hasta el dia de hoy,
lo que ha permitido su recuperacion.

Las técnicas actuales de identificacién de material vegetal de vid, han hecho posible la recuperacion
de este material, que la tecnologia disponible hace 100 afios no permitié identificar correctamente,
0 no se encontro, y por lo tanto no pudo preservarse en colecciones activas.

Ademas del material nuevo encontrado, se han identificado un nimero importante de variedades
conocidas que son testigos de lo que se cultivé en el pasado en las distintas regiones vitivinicolas. La
informacién que aporta este material es de indudable valor para comprender el origen del
patrimonio viticola en Espafia.

A raiz de los resultados obtenidos, el material nuevo encontrado se puede clasificar tres categorias:
a) Nuevas variedades minoritarias localizadas en una o mas CCAA, de las que se conoce o al menos
se dispone de un nombre local. Para este material hemos hecho la caracterizacidon completa tanto
molecular como morfoldgica. Son las mas susceptibles de registrarse comercialmente si resultan
interesantes desde el punto de vista viticola y enoldgico.
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b) Muestras de las que no se conoce/dispone de ningin nombre local (las hemos llamado
Desconocidas) y que se han encontrado en varias parcelas de 1 6 mas CCAA. Son variedades que en
su momento se cultivaron, pero que en la actualidad sdlo tienen un cédigo alfanumérico. En ellas
habria que hacer estudios adicionales, especialmente de documentacion.

c) Accesiones aisladas, de las que se ha localizado sélo 1 o muy pocas plantas, generalmente en una
sola parcela o en estado asilvestrado. Se mantendran de momento en colecciones de las CCAA, ya
que podrian ser cruzamientos naturales, pero que estudiadas puedan tener un gran interés
enoldgico.
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