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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue estimar la variaciéon genética en un cultivo de la variedad
red globe (Vitis vinifera) mediante los microsatélites VVMD5 y VrZAG79. Para ello, se obtuvieron
hojas de plantas del campamento San José de Chavimochic, La Libertad, Pert. Se procedié con la
extracciéon de ADN, la amplificacion por PCR vy electroforesis para los microsatélites VVMDS5 y
VrZag79. Se observaron loci monomorficos para ambos marcadores, los tamafios de fragmentos
amplificados fueron de 213,6 y 239,7 bp para VVMD?5 y de 242,2 bp para VrZAG79. Como conclusién,
los genotipos muestran estabilidad durante las réplicas que se realizaron por clonacién vegetativa
para obtener las plantas a partir de un genotipo inicial. Sin embargo, serd necesaria la evaluacion de
los genotipos con marcadores adicionales.
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Abstract

The aim of this work was to estimate the genetic variation in a crop of red globe variety
(Vitis vinifera) by means of the microsatellites VVMD5 and VrZAG79. For this, plant leaves were
obtained from San Jose camp at Chavimochic, La Libertad, Peru. Then, we proceeded with the
extraction of DNA, the amplification by the polymerase chain reaction (PCR) and electrophoresis
for the microsatellites VVMDD5 and VrZag79. We observed monomorphic loci for both markers, the
sizes of amplified fragments were of 213.6 and 239.7 bp for VVMD?5 and of 242.2 bp for VrZAG79.
As conclusion, the genotypes show stability during the replicas that were realized by vegetative
cloning to obtain the plants from an initial genotype. Nevertheless, the evaluation of the genotypes
will be necessary with additional markers.
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Introduccion Del estudio de veinte loci de
microsatélites nucleares establecieron
rasgos distintivos de V. winifera spp.
sylvestris 'y V. wvinifera spp. sativa,
destacan la singularidad del acervo
genético de importancia en estudios de
la domesticacion y conservaciéon de los
recursos genéticos dela “vid” (Imazio et al.,
2013). De Lorenzis et al., 2015, presentaron
evidencias que la domesticaciéon de la
“vid” tuvo lugar en la regién caucasica y

En Vitis wvinifera L. (Vitaceae) se
distinguen dos subespecies conocidas
como Vitis wvinifera spp. sativa, que
agrupa a las variedades y poblaciones
domesticadas, y Vitis vinifera spp sylvestris,
poblaciones  silvestres  (Arroyo-Garcia
et al., 2006). Quiénes proponen, que V.
vinifera tendria mdultiples origenes e
irradiacién a diferentes paises del mundo,

existiendo dos principales grupos, un . .
P P Erupos, demostraron diferencias moderadas entre

sativa y sylvestris en Giorgia. Otro pais,
con alta diversidad de genotipos se cita
a Israel, en la que reportaron 10 loci SSR
polimérficos y entre ellos, los microsatélites
VVMD?5 y VrZAG79 (Drori et al., 2017).

grupo conformado por la Peninsula
Iberiana, Europa Central y Africa Norte,
y el otro grupo mayor, principalmente
especies silvestres, Peninsula Italiana,
Peninsula Blakan, Europa Este y otros
paises cercanos.
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A partir de Vitis vinifera spp sativa se
han derivado muchas variedades, que se
cultivanendiferentes partes delmundoyen
muchos casos tienen el mismo nombre para
una variedad o de acuerdo a las regiones
que crecieron ocurre una convergencia de
nombre aun siendo diferentes cultivares,
con el objeto de realizar aclaraciones,
surge la ampelografia, encargada de
identificar a las variedades de V. vinifera L.
usando caracteres morfolégicos (Chavez
1999); sin embargo, no es completamente
fiable para la identificacion de cultivares
y portainjertos, debido a los cambios del
fenotipo durante las etapas de crecimiento
e influenciados por las condiciones
climaticas (Lamboy et al., 1998; Sefc et al.,
2001).

Ulanovsky et al. (2002), utilizaron
microsatélites y cebadores
(RAPD) y observaron variaciones entre
y dentro de variedades, y reportaron
accesiones duplicados con el mismo
nombre. Estudios recientes, con nueve
marcadores SSR (microsatélites) y ocho
SNP, determinaron la
dos grupos con una alta variabilidad
entre cultivos procedentes de regiones
occidentales de Iran (Vafaee et al., 2017).

arbitrarios

existencia de

En la region La Libertad, Perd, existen
plantaciones de “vid” de la variedad Red
Globe, que se distinguen por sus frutos
de coloracién roja y gran aceptacion en el
mercado local y de exportacion, y requieren
evaluaciones del grado de estabilidad
genotipica de la variedad durante los
proceso de propagacién vegetativa. Por
ello, el interés del presente trabajo fue
determinar si existen diferencias genéticas,
intrapoblacional, de un cultivo de V.
viniferacv. red globe en base alos marcadores
microsatélites VVMD5 y VrZAG79.

Materiales y métodos
Material biolégico

Las muestras fueron obtenidas del
campamento San José del Proyecto
Especial Chavimochic ubicado en Virt -
La Libertad, Perd. Un total de dieciocho
plantas fueron seleccionadas al azar de
cultivares de Vitis vinifera L. cv. red globe.
Laidentificacion de la especie fue realizada
en el Herbario Antenor Orrego (HAO) y el
coédigo asignado fue HAO-20058.

Las muestras, hojas frescas y
jovenes fueron preservadas a -80°C en
el Laboratorio de Genética y Biologia

Molecular, Universidad Nacional de
Trujillo.
Extraccion de ADN

El ADN de cada accesién fue extraido
mediante el protocolo de Lamboy et al.
(1998) modificado, que consiste en moler
la hoja con nitrégeno liquido, el polvillo
de la hoja fue transferido rapidamente a
un tubo de 1,5 ml, mezclado por inversion
con 600 pl de buffer (250mM Tris-HCL pH
8,0; 250 mM NaCl; 50 mM EDTA; PVP 4%,
SDS 1,5%; y beta-mercaptoetanol 1,0%)
durante 10 min. Se retir6 la fase liquida a
otro tubo de 1,5 ml y se agregé la misma
cantidad de cloroformo se mezcl6 y se
llevé a la centrifuga refrigerada por 15
min a 13000 rpm a 4°C. Al precipitado, se
agregd NaCl 5M, cantidad aproximada
de 0,5 ml y se centrifugé 13000 rpm a 4°C
15 min. Luego, se retiré el sobrenadante
y se agregd isopropanol y nuevamente
fue centrifugado. El pellet fue lavado
con etanol al 70%, y la suspensién final
en buffer TE (10 mM TRIS - 1mM EDTA
con pH 8). La calidad del ADN extraido
fue determinada por electroforesis en un
medio de gel de agarosa al 1% en buffer
TAE 1X. Se seleccionaron las diez mejores
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extracciones de ADN para continuar con la
amplificacion.

PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa)

Las secuencias de cebadores
para VVMD5 fueron: F-
CTAGAGCTACGCCAATCCAA, y
R-TATACCAAAAATCATATTCCTAAA
y para VrZAG79,
AGATTGTGGAGGAGGGAACAAACCG
y R-TGC CCCCATTTTCAAACTCCCTTC

C (Rodriguez-Plaza et al. 2006).

Serealizdlas pruebas paralahibridacion
6ptima de cebadores a distintos gradientes
de temperatura.

La amplificacion se realizd segun
Karatas et al. (2007) y Jahnke et al. (2007),
con algunas modificaciones. Que consisti6
en lo siguiente: para un volumen de 25 ul se
us6 tanto para los microsatélites VVMD5 y
VrZAG79, 2,5 ul de 10x Coral Load PCR,
0,5 pl de dANTP mix (10 mM c/u), 1 pl de
cada primer (forward y reverse), 0,125 pl
de HotStart Taq plus DNA polymerase,
16,875 pl de agua ultra puray 3 pul de ADN.

Las temperaturas y tiempos de
amplificacién, fueron realizadas segun
Cuhna ef al. (2010), Nookaraju & Agrawal
(2002) y Poblete et al. (2011). Ciclo 1 de
95 °C durante 5 min, ciclos siguientes (35
ciclos) de 94 °C 1 min, 45 °C 1 min (para
VVMD?5) y 55°C para VrZAG79 y 72°C 1
min, con una extensién final 72°C por 10
min.

Electroforesis

Se tomo6 5 pl de producto amplificado
por reaccién y se analizaron en un gel
de agarosa al 2 % con 4 pl bromuro de
etidio, en Buffer TAE 1X. Se utiliz6 un
marcador de peso molecular Sigma de
100 pb. La electroforesis fue llevada a
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cabo en camara horizontal a 100 V por 30
min. Posteriormente, el gel fue observado
en UV Bio-Rad ChemiDoc XRS para la
lectura de geles.

Anilisis de datos

Se consideré como homocigotos a los
genotipos por la presencia de una sola
banda por locus.

Resultados

La extracciéon de ADN fue de buena
calidad (Fig. 1) y la temperatura 6ptima
para la hibridaciéon de cebadores para el
microsatélite VVMD5 fue 45°C y para,
VrZAG79 fue 55°C.

Los loci VVMD5 vy VrZAG79
amplificaron en las diez muestras tomadas
de Vitis vinifera L. cv. red globe. Para el
microsatélite VVMD5
bandas en las 10 muestras (Fig. 2), y el
microsatélite VIZAG79 amplificé una sola
banda en las 10 muestras (Fig. 3). Ambos
loci amplificaron entre 200 a 300 pares de
bases con un promedio para el marcador
VVMD?5 la banda de migracién rapida fue
213,6 £1,43 y la de migracién lenta 239,7 +

7,76 y para el VrZag79 de 242,2 + 3,01.

amplific6  dos
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Fig. 1. ADN total extraido de Vitis vinifera L. cv. red globe en gel de agarosa al 2%.

y B ok

Fig. 2. Microsatélite VVMDS5 en gel de agarosa, 2%. M: marcador molecular de 100 bp,
1-10: muestras de Vitis vinifera L. cv. red globe.

Fig. 3. Microsatélite VIZAG79 en gel de agarosa, 2%. M: marcador molecular 100 bp.
1-10: muestras de Vitis vinifera L. cv. red globe.
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Discusion
Los microsatélites de ADN son
frecuentemente  utilizados para la

identificacién de especies de Vitis vinifera,
por su alta sensibilidad y especificidad.
Para lo cual, la calidad del ADN extraido
debe ser la adecuada, como la registrada
en nuestros resultados.

En el microsatelite VVMDS5, se observo
dos bandas en todas las muestras. Ante
este resultado, se puede deber a que en el
cultivo muestreado, todas provienen de un
genotipo inicial y que han sido propagadas
por clonacion. Otra explicaciéon es que
fortuitamente se presentan variaciones
en la hibridacién, que se podrian
generar alineamientos incorrectos por

repetidas durante la
generando bandas de
diferente tamafio (Ellegren, 2004). Sin
embargo, por la presencia homogénea
de dos bandas en todos los genotipos,
consideramos la primera explicacion.

las secuencias
amplificacién

El perfil de bandas fue igual en todas
las muestras de V. vinifera cv. red globe,
para ambos microsatélites VVMDS5 y
VrZAG79, en ambos, monomorfico. Los
tamafios de los fragmentos amplificados
para VVMD?5 y para el VIZAG79 fueron
concordantes con lo reportado por Zulini
et al. (2002) para la misma variedad, red
globe y contrariamente a nuestro reporte,
los mencionados autores registraron 7
alelos para VVMD?5 y 10, para VrIZAG79,
con una heterocigosidad de 81,0 y 82,0%,
respectivamente.

La ausencia de variacion en las
muestras red globe del presente trabajo, se
explicarfa por las réplicas de plantones
(reproduccién  asexual)
partir de un genotipo inicial, resultados
que estarian confirmando la estabilidad
genética de estos genotipos.

obtenidos a
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Reportes, para los mismos marcadores
mencionados, en 25 variedades de “uvas”
de procedencia de diferentes lugares del
sur de Pert y Argentina, encontraron
tamafios de fragmentos de 228 a 240
bp para VVMD?5 y de 240 a 259 bp para
VrZAG?79, tamafios de ADN amplificados
similares a los reportados por distintos
autores, y en el conjunto de variedades
mostraron diferencias genéticas entre
variedades, ntiimero de alelos 6 y 13, para
VVMD5 y VrZAG79, respectivamente,
(Martinez et al., 2006). Resultados similares
fueron reportados por Jahnke et al. (2009),
en la comparacion de 48 variedades de V.
vinifera y entre los marcadores, destacan
VrZAG79,
presencia de 12 alelos,
genotipos 28, frecuencia de uno de alelos
0,2604, diversidad alélica 0,8589, variacién
inter-varietal.

al marcador polimérfico,

namero de

Contrariamente, en el andlisis de 10
genotipos (clones) de la variedad white
resling, observaron ausencia de diferencias
genéticas entre los genotipos con los
marcadores VVMD5 y VrZAG79 (Regner
et al., 2000). Niveles bajos de variacion
fueron observados también en la variedad
refosk (Kozjak et al., 2003). Similar a los
registrados en el presente trabajo.

Son necesarias mayores investigaciones
sobre el grado de
germoplasma de una especie tan apreciada
a nivel mundial, dado las alertas de
disminucion de la variacién genética en
V. vinifera. Marrano et al. (2018), de los
registros de vides cultivadas de diferentes
paises y las vides silvestres (V. vinifera),
principalmente de Italia, dieron a conocer
la reduccién general de diversidad
genética del estado silvestre, lo que
conllevarfa a la disminucién progresiva
de poblaciones nativas. La busqueda de
informacién sobre la diversidad genética

variacion  del
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y fenotipica en las vides, apertura nuevos
enfoques de estudio de asociacion genética
que procuren informacién sobre los rasgos
agronémicos y su interaccién con el
ambiente (Nicolas et al., 2016; Migicovsky
et al., 2017).

Conclusion

Se demostr6 la estabilidad genética de
los genotipos de V. vinifera var. red globe,
en un cultivo de La Libertad, Pert, con los
marcadores VVMD5 y VrZAG79.
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