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1. DATOS DEL CENTRO

El grupo de investigacion de Tecnologia Enolégica (TECNENOL) integrado por el
Departamento de Bioguimica y Biotecnologia de la Universidad Rovira i Virgili, esta situado

en la primera planta del Campus Sescelades (Calle Marcel-li Domingo, 1, 43007 Tarragona).

Las principales lineas de investigacion de TECNENOL son en el area de Enologia, y el area de
Biologia de la Vifia/Viticultura. Esta coordinado por el Dr. Fernando Zamora y tiene como
responsable del &rea de Enologia al Dr. Joan Miquel Canals, mientras que del area de Biologia
de la Vifia se encarga la Dra. Maria Francesca Fort.

TECNENOL se form¢ el afio 2001, por lo que tiene una larga trayectoria en el mundo de la
investigacion. Gracias a los buenos resultados obtenidos por los investigadores y becarios que
forman, y han formado parte de este grupo de investigacion, el afio 2005 la Generalitat de
Catalunya otorg6 a TECNENOL la acreditacion de Grupo de Investigacion de Calidad (REF:
2005SGR-00644).

El grupo de investigacién de Tecnologia Enoldgica, ha publicado diversos articulos en revistas
internacionales y revistas nacionales cientificas y de divulgacion. Ademas, sus miembros

participan en congresos y conferencias por todo el Estado Espaiiol y en el extranjero.

2. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

La isla del Hierro es la méas diversa de Canarias para la vid, una de las especies mas afectadas
por la pérdida de biodiversidad a causa de la plaga de la filoxera, el cambio climatico, y la
homogenizacion de los vinos debido al marketing y la legislacion. El objetivo principal de este
trabajo es caracterizar e identificar muestras de Vitis vinifera L. procedentes de esta isla. Para
ello, se ha utilizado la técnica de los Microsatélites o0 SSR (Simple Sequence Repeats) con 20
Marcadores Moleculares. De las muestras analizadas, se han detectado cultivares conocidos y
perfiles moleculares nuevos. Considerando solo la variabilidad numérica, se han hallado
perfiles moleculares distintos mientras que, considerando tanto la variabilidad numérica como
la variabilidad de la expresién alélica, se han contabilizado perfiles genéticos diferentes. La

variabilidad intravarietal se ha detectado en individuos de esta poblacion.



PALABRAS CLAVE: Vitis vinifera L., Microsatélites o SSR, variedades, El Hierro, Canarias,

caracterizacion e identificacion

3. INTRODUCCION

3.1. Biodiversidad de la especie Vitis vinifera L.

La biodiversidad de la especie Vitis vinifera L., una de las especies méas antiguas de la Cuenca
del Mediterraneo junto con el olivo, el trigo, la higuera, entre otros, empieza al final de la Gltima
glaciacion del Periodo Cuaternario (inicio del Holoceno) (Wany col., 2013). La medida de la
variabilidad intervarietal de esta especie desde sus origenes hasta la actualidad, Wolkovich y
col; (2018), la cuantifican en mas de 6000 cultivares. Asimismo, estos autores solo registran
en su estudio 12 variedades (Cabernet-Sauvignon, Chardonnay, Merlot, Pinot noir, Syrah,
Sauvignon blanc, Riesling, Muscat a pequefios grains blancos, Gewdirztraminer, Viognier,
Pinot blanco y Pinot gris) ocupando entre el 70-90% de la superficie del vifiedo actual en el
mundo. Este hecho esta provocando una importante homogenizacion de los vinos comerciales,
que junto con la legislacién del sector vitivinicola mundial (sobre todo las Denominaciones de
Origen Protegidas (DOP), que limitan el nimero de variedades a cultivar) causa una importante
erosion genética de la vid (Marsal y col, 2017). Otros factores responsables de la erosion
genética de estos cultivos son la plaga de la filoxera (que arraso todo el vifiedo mundial a finales
del siglo XIX y principios del siglo XX) y el cambio climatico (que va a provocar la
desaparicion o desplazamiento de muchas de las &reas vitivinicolas actuales), a la vez que un

cambio de encepamiento.

Cansado de las variedades conocidas como internacionales (Cabernet-Sauvignon, Merlot,
Chardonnay...), el consumidor del vino embotellado con DOP quiere experimentar nuevas
sensaciones organolepticas (experiential marketing). De esta manera, las novedosas tendencias
de mercado ponen en valor la busqueda de la tipicidad en un vino, lo cual repercute de manera
directa en la recuperacion de la biodiversidad varietal. De la misma manera, una de las posibles
soluciones a la mitigacion de los efectos del cambio climatico pasaria por explorar la
biodiversidad intervarietal e intravarietal de Vitis vinifera ssp. vinifera (Wolkovich y col;
2018).



3.2. Clasificacion botanica de la vid

La vid europea es una liana sarmentosa que pertenece, segun la clasificacion de Cavalier-Smith,
al Reino Plantae, Divisién Anthophyta (Magnoliophyta), Clase Magnoliopsida
(Eudicotyledons), Subclase Rosids, Orden Vitales, Familia Vitaceae, Subfamilia Viticoideae,
Genero Vitis y Especie Vitis vinifera. Su genoma es diploide con 19 pares de cromosomas y un
tamafio estimado de 500 Mbp (This y col; 2006). La taxonomia vegetal de la especie Vitis
vinifera L. la divide en dos subespecies, Vitis vinifera ssp sylvestris (la forma silvestre) y Vitis
vinifera ssp vinifera (la forma domesticada). La vid silvestre es dioica, con plantas masculinas
y femeninas, mientras que la mayoria de los cultivares modernos (que corresponden a la vid
domesticada), son plantas hermafroditas. Los cultivares de uva son altamente heterocigotos y

requieren de propagacion vegetativa para mantener sus caracteristicas fenotipicas.

La observacién de caracteres fenotipicos como criterio a la hora de establecer una clasificacion,
ha dado como resultado muchas confusiones. Actualmente, el desarrollo de técnicas
moleculares (como los marcadores) ha revolucionado el mundo de la Taxonomia, unificando

los criterios junto con la ayuda del registro fosil.

3.3. Vitis vinifera L. en las Islas Canarias y la Macaronesia

Las Islas Canarias forman parte (junto con Azores, Cabo Verde, Madeira y las Islas Salvajes)
de la Macaronesia, una zona biogeografica formada por este grupo de 5 archipiélagos que se
extiende desde el suroeste de Europa hasta el noroeste de Africa (Figura 1). El archipiélago
canario es una de las comunidades autdnomas de Espafia, situado frente a la zona noroeste del
continente africano, a 100 km oeste de la frontera entre Marruecos y el Sahara Occidental. Esta
formado principalmente por las islas Tenerife, Fuerteventura, Gran Canaria, Lanzarote, La
Palma, La Gomera, El Hierro y La Graciosa. Ademas, también contiene los islotes Alegranza,

Islote de Lobos, Montafia Clara, Roque del Oeste y Roque del Este.
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Figura 1. A laizquierda, localizacion de los 5 archipiélagos que forman la Macaronesia (Adaptado de Wikipedia;
2023). En la derecha superior, fotografia de las Islas Canarias captadas desde el espacio, finalista a Imagen del
Afio de la NASA (Digital EI Mundo; 2014). En la derecha inferior, la Isla de El Hierro (Google Earth; 2023).

Los espafioles y portugueses colonizaron las islas de la Macaronesia en el siglo XV, y fueron
los responsables de introducir las primeras variedades de la vid cultivada (domesticada). Uno
de los acontecimientos histéricos mas relevantes dentro del sector vitivinicola, es que la
filoxera (que devasto los vifiedos europeos y causo una reduccion dréstica de las variedades
locales) nunca atacd al archipiélago canario, en cambio si afect6 a los archipiélagos de Azores
y Madeira. Esto ha permitido la aparicion de nuevos fenotipos debido a la acumulacién de
hibridaciones y/o mutaciones genéticas a lo largo de cinco siglos. Por tanto, muchas de las
variedades de Vitis vinifera L. en las Islas Canarias, son el resultado de la seleccién natural, los

cruces naturales, la seleccion antropogénica y las mutaciones.

3.4. Laisla de El Hierro
El presente trabajo se centra en las variedades de la vid en la isla de EIl Hierro. La isla de El
Hierro es la més occidental y meridional del Archipiélago Canario, situada entre los paralelos
27"38'y 27"51' de latitud norte. Pertenece a la provincia de Santacruz de Tenerife y su capital
es Valverde. Cuenta con otros dos municipios: La Frontera y El Pinar. El Hierro es la menor
de las siete islas mayores, con una superficie de 268,71 km?. También es la menos poblada,

con 11.423 habitantes (2022) (exceptuando la Graciosa, ya que se considera una isla menor).

El Hierro es una isla de origen volcanico, con una edad geoldgica estimada de 1,2 millones de
afios, siendo la isla canaria mas joven. El 22 de enero del afio 2000, se declard Reserva de la



Biosfera por la Unesco. Ademas, el 27 de junio de 2014 se convirtié en la primera isla del
mundo plenamente autosuficiente a partir de fuentes de energia renovables, después de la

inauguracion de la Central Hidroeléctrica de Gorona del Viento.

La variacion climatica de cada zona de la isla del Hierro esta condicionada por la orografia,
pero son las nubes las que juegan un papel determinante. EI mar de nubes es un fendmeno
natural provocado por vientos alisios, que empujan las nubes contra las cumbres, y dan lugar a
una acumulacion horizontal de estratocumulos a baja altura (entre los 500 y 1500 m
aproximadamente). Sin embargo, al no existir alturas superiores a 1520 m sobre el nivel del
mar en esta isla, las cumbres quedan dentro de la franja éptima del mar de nubes y, en forma
de cascada, precipitan sobre la vegetacion descargando en ella su humedad. Los vientos alisios,
junto con la corriente de las Islas Canarias (bifurcacion fria de la corriente del Golfo que se
separa en las Azores), hacen que la isla no posea un clima arido como ocurre en el Sahara, que

esta en la misma latitud.

3.5. El cultivo de la vid en El Hierro

El Hierro posee todas las caracteristicas edafoldgicas y climaticas para poseer una viticultura
de calidad.

La isla también cumple con los cuatro criterios que se definen para distinguir una “viticultura
heroica”, es decir, al cultivo de vifiedos bajo unas condiciones de extrema dificultad. Estos
criterios son: terreno con mas de 30% de desnivel, altitud superior a 500 metros sobre el nivel
del mar, vifias en terrazas de cultivo, y viticultura en pequefias islas. Es propio de la isla el
cultivo en terrazas para aprovechamiento del suelo en espacios muy reducidos y sometidos a

fuerte erosion.

Las 203 hectéareas de vifia del Hierro se distribuyen de la siguiente manera: el 50% se encuentra
en el municipio de La Frontera, ocupando las laderas orientadas al norte del Valle del Golfo, y
el resto se encuentra distribuido entre los municipios de Valverde (47,5 hectéareas) y El Pinar
(51,5 hectareas). El 86% de la superficie de vifia se ubica entre los 200 y 400 metros sobre el
nivel del mar (D.O.P. Vinos de El Hierro).

Como se ha mencionado anteriormente, Vitis vinifera L. ha evolucionado durante mas de 500

afios en las Islas Canarias, dando como resultado variedades Unicas que permiten calificar el



archipiélago como uno de los principales centros mundiales de biodiversidad de la vid (Marsal
y col; 2019).

Cuatro de las variedades locales son comunes en todas las islas (Bermejuela, Listan negro,
Malvasia rosada y Listan rosado). La isla del Hierro, ademas, presenta las variedades locales

que se muestran en la Figura 2.

Burra volcanica Verijadiego negro

Verijadiego — Ocho variedades nuevas
Verdello de El Hierro (@ publicar)

— Variaciones/mutaciones de las
variedades cultivadas y locales

Huevo de gallo (a publicar)

Bermejuela rosada

Mollar cano rosado
(mutacion Mollar cano)

Figura 2. Viduefios locales de El Hierro. Variedades blancas remarcadas con flechas en color verde. Variedades
tintas y rosadas remarcadas con flechas en color rojo. Segin Zerolo y col. (2006), Rodriguez-Torres (2017),
Marsal y col. (2019).

Las ocho variedades nuevas, asi como las variaciones/mutaciones de las variedades cultivadas

y locales a publicar, forman parte de los resultados que se presentan en este trabajo.

3.6. La técnica de los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats)

Los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats) son segmentos cortos de ADN, con una
longitud habitual de uno a seis pares de bases, que se repiten multiples veces en tandem en una

ubicacion del genoma en particular que, por lo general, no es codificante.

Son muy utilizados como marcadores moleculares para estudios de diversidad genética en
plantas, ya que son neutros (las frecuencias de sus diferentes variantes no estan sujetas a la
seleccién), codominantes (permiten la distincién de homocigotos y heterocigotos), y poseen

una alta tasa de mutacion, lo cual los hace muy polimorficos (Ibafiez y col. 2003).

Con el objetivo de identificar estos polimorfismos, se disefian cebadores de PCR marcados con
un fluorocromo para la region de ADN que flanquea el microsatélite. Posteriormente, los

productos amplificados resultantes de la amplificacion por PCR se miden por electroforesis



capilar y se obtiene una grafica llamada electroferograma, que recoge la cantidad de
fluorescencia que emite cada fluorocromo, la cual es directamente proporcional a la cantidad
del fragmento de ADN amplificado. Este método permite hacer PCRs multiples, es decir, con
diferentes cebadores a la vez.

4. HIPOTESIS DEL TRABAJO

La isla del Hierro es la méas diversa de Canarias para la especie Vitis vinifera L., pero su

biodiversidad aun nos va a sorprender.

5. OBJETIVOS

Los objetivos fundamentales del presente estudio son:

1. Contribuir al enriquecimiento de la biodiversidad vegetal tanto de la isla de El Hierro, como

del archipiélago canario, del Estado Espafiol y de nuestro planeta.

2. Identificar las diferentes variedades locales de la isla de El Hierro existentes entre las 87

accesiones recolectadas por el Consejo Regulador de la Denominacion de Origen de EIl Hierro.

3. Localizar variantes de variedades crecidas y adaptadas a condiciones de esta isla.

6. METODOLOGIA

Para cumplir con los objetivos del estudio, se han llevado a cabo diferentes tareas teniendo en
cuenta la técnica de los Microsatélites 0 SSR. Las secuencias cortas y repetitivas de ADN
permiten caracterizar individualmente cada una de las muestras y, por lo tanto, identificar
diferentes alelos. Este método se divide en tres etapas: la extraccion y purificacién de ADN, la
amplificacion de los fragmentos mediante la Polymerase Chain Reaction (PCR) y, finalmente,
la medida de longitud de los fragmentos amplificados. Los resultados a analizar se obtienen en
forma de electroferograma.
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6.1. Material vegetal

Ochenta y siete muestras de sarmiento de diferentes plantas de vid (Vitis vinifera L.) fueron
recolectadas desde diversos puntos de la isla de El Hierro por viticultores de cada zona. Una
vez recolectadas y enviadas a la Universidad Rovira i Virgili, se conservaron a -20°C hasta su
procesamiento. En el Anexo 1 se muestra una tabla con informacion detallada de cada una de

las muestras analizadas.

6.2. Microsatélites

Las muestras de vid fueron genotipadas utilizando 20 marcadores SSR, que fueron
seleccionados previamente por su capacidad de discriminacion y polimorfismo teniendo en
cuenta estudios ya realizados anteriormente: VVS2, VVS3, VVS29 (Thomas y Scott, 1993);
VVMD5, VVMD6, VVMD7 (Bowers et al., 1996); VVMD27, VVMD28, VVMD36 (Bowers
etal., 1999b); VrZAG21, VIZAG47, VrZAG62, VrZAG64, VIZAGT9, VrZAG83 (Sefc et al.,
1999); scu06vv (Scott et al., 2000b); VVUCH11, VVUCH12, VVUCH19 (Lefort et al., 2002);
VChrl9a (Cipriani et al., 2010). Los Microsatélites VIZAG47 y VVMD27 no son loci
independientes, es decir, amplifican la misma zona del genoma. La diferencia entre ambos es
el disefio de los primers (Dalbd et al., 2000). De todos los SSR, hay nueve que la comunidad
cientifica internacional (This et al., 2004; Maul y Réckel, 2015) considera que son marcadores
genéticos de referencia o internacionales: VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD25, VVMD27,
VVMD28, VVMD32, VrZAG62, VrZAGT79. Se utilizaron siete de ellos, cosa que facilita
mucho la interpretacion de los resultados. En el Anexo 2 se muestra una tabla con las

caracteristicas especificas de cada microsatélite utilizado.

6.3. Extraccion y purificacion de ADN

Para obtener el tejido para la extraccion de ADN, primero se elimina el ritidoma del sarmiento,
ya que contiene un alto contenido en lignina (polifenoles). También se retira la médula, que
contiene una gran cantidad de glucidos que podrian interferir en los resultados. Posteriormente,

se tritura la muestra cubierta con nitrégeno liquido, y se conserva a -20°C.
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Para extraer el material genético de los sarmientos, se ha utilizado el método descrito por
Marsal et al. (2011), una adaptacion para madera basada en el protocolo de Fort y col. (2008).
Este se ha optimizado haciendo dos lavados con cloroformo, ya que de este modo es mas eficaz
la descontaminacion de proteinas, uno de los principales contaminantes de los &cidos nucleicos.
La calidad de cada muestra se ha evaluado con la ayuda del NanoDrop TM 1000
Spectrophotometer Thermo Fisher® Scientific, que mide con exactitud la concentracion y el
nivel de pureza de acidos nucleicos o proteinas. En este caso, teniendo en cuenta que a una
longitud de onda de 260 nm absorben &cidos nucleicos, a 280 nm la mayoria de las proteinas y
a 230 nm gran parte de polifenoles y polisacaridos, para considerar una muestra correcta se
deben cumplir los siguientes parametros: a) Ratio A260/A280 cerca de 2, b) Ratio A260/A230
cerca de 1,40, aunque cuanto mas se aproxime a 2 mas pura sera la muestra. Este ratio no es
necesario en la extraccion de ADN, pero los resultados son mucho maés fiables si la muestra es

mas pura. En cambio, si es necesario tenerlo en cuenta en extraccién de ARN.

6.4. Amplificacion del ADN por PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR es el paso previo a la medida de longitud de los
segmentos amplificados de ADN mediante un secuenciador. Tiene como objetivo la
amplificacion de zonas concretas del genoma, en este caso se trata de Microsatélites. Para ello
se ha utilizado un termociclador Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler. La PCR se realizé
con 50 ng de ADN y 1 uM de cada primer con un colorante fluorescente adherido en el primer
Forward (Fw) (6-FAM: VVS3, VVMD7, VVMD28, VVMD36, VrZAG47, VVrZAG62,
VrZAG83, VVUCH11 y VWUCH19; HEX: VVS2, VVS29, VVMD6, VVMD27, VIZAG21,
VIZAG79 y VChrl9a; NED: VVMD5, VrZAG64, scu06vv, VVUCH12) utilizando el kit
AmpliTag DNA Polymerase (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los SSR se dividieron de
acuerdo con las diferentes condiciones de termociclacion requeridas en funcién de su
temperatura de anneling (Ta) (48,1°C, 50°C, 52°C, 54,4°C, 56,1°C, 56,6°C y 58°C). El programa
fue de 95°C durante 5 min, 40 ciclos (95°C durante 45 seg; Ta durante 30 segundos; 72°C
durante 1 min 30 seg) y 72°C durante 7 min.
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6.5. Medida de longitud de los fragmentos amplificados

Para preparar las placas, los productos de amplificacion se mezclaron con 20 pL de formamida
desionizada y 0,5 pL del marcador interno GeneScan ROXTM 500 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Este permite interpolar el valor de cada muestra para obtener el resultado
final. El contenido de cada placa se desnaturaliz6 con un régimen de termociclacion a 95°C
durante 5 min. Los fragmentos fueron separados por electroforesis capilar con un analizador
genetico ABI PRISM 3730® (Applied Biosystems, Foster City, CA). Para dimensionar los
fragmentos amplificados, se utilizo el Peak Scanner Software (Applied Biosystems, Nueva
Jersey, EE.UU.).

6.6. Analisis de datos

Para evaluar la fiabilidad de los 20 SSRs utilizados, se ha utilizado el software GenAIEx 6.5.
Este programa informatico permite el estudio de seis parametros (descritos en la tabla que
corresponde al Anexo 3): numero de alelos diferentes (Na), nimero de alelos efectivos (Ne),
heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), alelos nulos (F) y la
probabilidad de identidad (PI). Al analizar los datos, estos se consideraron codominantes con
el fin de distinguir homocigotos y heterocigotos para cada locus. GenAlEx 6.5 ha permitido

descartar identidades, es decir, individuos genéticamente idénticos, asi como mutaciones.

El software Structure 2.3 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003) se ha utilizado para evaluar
la estructura poblacional e identificar individuos mezclados. Este programa informatico basado
en modelos utiliza un método de agrupamiento bayesiano en que, se supone que varias
poblaciones (K) estan presentes, y cada una se caracteriza por un conjunto de frecuencias
alélicas en cada locus. Los individuos de la muestra se asignan a poblaciones (conglomerados),
0 conjuntamente a mas poblaciones si sus genotipos muestran que estan mezclados. Todos los
loci se asumen independientes, y se supone que cada poblacion K sigue el equilibrio de Hardy-
Weinberg. Las probabilidades posteriores se estimaron utilizando el método de Markov Chain
Monte Carlo (MCMC). Las cadenas MCMC se ejecutaron con un periodo de 100.000
guemados, seguido de 1.000.000 de iteraciones utilizando un modelo que permite la mezcla y
las frecuencias alélicas correlacionadas. La estructura se ejecuté al menos diez veces

estableciendo K de 1 a 7 (en el caso de las variedades mundiales se ha establecido una K de 1
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a 15), y se calculd un valor de verosimilitud promedio, L (K), en todas las ejecuciones para
cada K. Se calculo la probabilidad logaritmica media de los datos para cada K para determinar
el nimero mas apropiado de conglomerados, y se seleccioné el valor de K para el que esta
probabilidad era mas alta. E1 AK se calcul6 utilizando el método descrito por Evanno et al.
(2005). AK es una cantidad basada en la tasa de cambio en la probabilidad logaritmica de los

datos entre valores K sucesivos.

La prueba de asignacion basada en la frecuencia (Paetkau et al., 1995; Paetkau et al., 2004),
también disponible en GenAlEx 6.5, se utilizd por primera vez para asignar las accesiones a
cada subpoblacion generada por Structure 2.3. Para cada accesion, se calculé un valor de
probabilidad logaritmica para cada subpoblacion utilizando las frecuencias alélicas de las
subpoblaciones respectivas. Se asignd un individuo a la subpoblacién con el valor de

probabilidad logaritmica mas alto.

Finalmente, se utilizé el Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) en GenAlEx 6.5 para
examinar mas a fondo las relaciones genéticas entre subpoblaciones basadas en los mismos
datos de SSR. PCoA se basd en la covarianza estandarizada de las distancias genéticas

calculadas para los marcadores codominantes.

7. RESULTADOS, DISCUSION Y RELACION CON LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS

7.1. Evaluacién de la bondad y eficiencia de los SSR utilizados

La caracterizacion de la eficiencia de los 20 marcadores SSR estudiados después de analizar
las 87 entradas diferentes de Vitis vinifera L. procedentes de la isla de El Hierro se muestra en
la tabla correspondiente al Anexo 4. Del estudio de caracterizacion de las 87 entradas, se han
obtenido varios perfiles distintos, excluyendo las variantes de un perfil (mutaciones). Solo estos
perfiles, obviando las repeticiones, son los utilizados para el estudio estadistico de evaluacién
de la eficacia de los 20 marcadores usados en la caracterizacion. En la tabla ubicada en el
Anexo 4 se puede observar que todos los SSR son polimorficos (100%), es decir todos los
microsatélites han generado mas de un alelo diferente. EI nGmero de alelos obtenidos por locus

varié desde 3 alelos en el caso del microsatélite VVS3 a 15 en el caso de VVMD27, con un
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total de 182 alelos generados para toda la coleccién. EI nimero medio de alelos por locus (Na)
fue de 9,1. Estos resultados encontrados indican que el valor del promedio de Na obtenido es
un poco mas bajo que el que se describe en la mayoria de estudios previos (Sefc et al; 1999,
Sefc et al; 2000, Zullini et al; 2002, Ibanez et al; 2003, Stainer et al; 2011), pero no lo suficiente
en relacion al nimero de muestras de este estudio. Este hecho puede significar que, a pesar de
que el nimero de muestras es un poco mas bajo, al tener estos un origen ancestral y una elevada
antigliedad, la variabilidad genética de la poblacion se ve aumentada. EI nimero efectivo de
alelos (Ne), parametro que da una idea de los alelos con capacidad de pasar a la siguiente
generacion (efectividad alélica), vario de 1,229, en el locus VVS29, seguido por el VVS3 con
2,067y por el UCH19 con 2,620, a 10,651 en el locus VVMD?27, siendo el marcador con mayor
proporcion de nimero de alelos efectivos, es decir, el que mayor nimero de alelos distintos
transmite de una generacion a otra. Como se ha sefialado anteriormente, la media de alelos
obtenida es de 9,1, pero la media de alelos efectivos transmitidos es superior a la mitad,
correspondiendo a 5, conservandose, de esta manera, una gran cantidad de alelos de generacion
en generacion. La heterocigosidad observada (Ho), entendida como la frecuencia relativa de
individuos heterocigotos observados en la muestra para cualquiera de los loci y que se calcula
por computo directo, oscilo del 0,200 (VVS29) y el 0,533 (VVMD6) al 0,967 o lo que es lo
mismo, el 96.7% (VVS2, VVMD7, VVZAG64 y VChr19a). Presentd un valor medio de 0,788.
Del mismo modo, la heterocigosidad esperada (He), definida como la probabilidad de que dos
alelos tomados al azar de la poblacion sean diferentes y catalogada como un buen estimador de
la variabilidad, fluctuo entre el 0,186 (VVS29) al 0,906 (VVMD27). La heterocigosidad media
esperada fue de 0,743. Los promedios de Ho y He obtenidos (0,768 y 0,743) resultaron ser
superiores (pero bastante semejantes) a los encontrados por otros autores (Sefc et al; 1999, Sefc
et al; 2000, Zullini et al; 2002, Ibénez et al; 2003, Stainer et al; 2011), por lo tanto, la poblacion
presenta una mayor diversidad genética en comparacion con la de los articulos citados. Debido
a la alta endogamia que se da en Vitis vinifera L., la prevalencia de los heterocigotos es el
mecanismo que la seleccion natural ofrece para mejorar el rendimiento y calidad de los
individuos, asi como también es importante en este sentido la seleccion realizada por el
hombre. Asi los SSR que presentan mayor heterocigosis observada son SSR VVS2, VVMD5,
VVMD7, VVMD27, VVMD36, VVZAG21, VVZAG47, VVZAG64, VVZAGT9, UCHL11,
SCUO06 y VChr19a (Sefc et al; 2000). Seis marcadores han dado una heterocigosidad observada
menor a la heterocigosidad esperada (VVMD5, VVMD6, VVMD37, VVMD28, VVZAGS3,
UCH19), en consecuencia, la probabilidad de que estos “loci” den alelos nulos (r) es grande

(aqui no se muestra este indice ya que se trabaja con F). A su vez, estos seis marcadores
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VVMDS5, VVMD6, VVMD37, VVMD28, VVZAG83, UCH19, muestran un indice de Fijacion
(F) positivo, lo que significa que estos microsatélites presentan un deéficit de individuos
heterocigotos. Ambos parametros, “r”’ (que no se muestra) y “F”, estdn muy relacionados, de

99

tal manera que “locus” con una F negativa muestran una “r” también negativa o muy baja,
indicando que la presencia de un solo pico en el electroferograma de secuenciacion se
corresponde con un homocigoto y no con un heterocigoto con un alelo nulo, y es lo que ocurre
en los microsatélites utilizados a excepciéon de los anteriormente mencionados VVMD5,
VVMD6, VVMD27, VVMD28, VVZAGS83, UCH19, aunque sus valores de “F” (0,006, 0,254,
0,044, 0,110, 0,044 y 0,030 respectivamente) son lo suficientemente bajos como para tenerlos
en cuenta. En el resto de los 14 marcadores SSR usados, el indice de Fijacion es negativo,
dando valores entre (-0,328) del SSR VChr19a al (-0,011) del microsatélite SCU06. Asi, una
F negativa o muy baja para un determinado “locus”, es una caracteristica muy importante para
la evaluacion de la eficiencia del marcador. La estimacion del poder discriminatorio de un
microsatélite se puede medir con el parametro conocido como Probabilidad de Identidad (PI).
Los valores de Pl variaron de 0,016 (VVMD27) o0 0.026 (VVZAG47) a 0,669 (VVS29) y la
probabilidad de obtener genotipos idénticos utilizando los 20 marcadores, es decir la Pl
acumulativa, fue de 6,8 x 102, Esta es una probabilidad realmente baja, superada por pocos
autores, entre ellos Cipriani y col., 2010, ya que en su estudio trabajan con 31 SSR y 1005
entradas de diferente origen. También fue superada en otro estudio previo, realizado por el
Area de Biologia de la Vid del grupo de investigacion TECNENOL (ABVidTECNENOL),
sobre las variedades de la isla de Lanzarote donde las caracteristicas evolutivas de éstas y el
numero de la poblacién analizada, son diferentes a las encontradas en la isla de EI Hierro. Por
lo tanto, la Pl acumulativa es lo suficientemente pequefia como para asegurar que dos
individuos que presenten el mismo genotipo en todos los “loci” son la misma variedad, siendo
la tnica excepcion los “sports” (dos individuos con un mismo perfil de SSR, pero
fenotipicamente diferentes. Ejemplo: la Garnacha-negra Garnacha-peluda Garnacha-
blanca). En resumen, a partir de los resultados estadisticos obtenidos, se puede concluir que
trece de los 20 microsatélites proporcionan mayor capacidad de discriminacion, pues tienen un
valor de PI inferior a 0,10 (VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, VVMD28, VVMD36,
VVZAG21, VVZAGA4A7, VVZAG64, VVZAGT9, VVZAG83, UCH11 y SCUO06), siendo los
marcadores con una mayor eficiencia para esta poblacion de individuos procedentes de la isla
de El Hierro, los SSR VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, VVMD36, ZAG47, ZAG64,
ZAGT79, UCH11 y SCUO06. Segun el valor de “F”, que reafirma el hecho que un homocigoto
es homocigoto como tal, y no ha perdido un alelo, estos mismos SSR presentan indices muy
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buenos. Por el contrario, los microsatélites que aportan menor informacion en relacion a la
Frecuencia alélica observada, al promedio de Ho y He, y al valor de Probabilidad de Identidad,
son VVS29, VVS3y VVMD6. De todas maneras, y a pesar del menor rendimiento de estos
tres Ultimos marcadores resefiados, queda mas que garantizado el poder de discriminacion que

tienen los microsatélites seleccionados para este estudio.

7.2. Clasificacion de variedades segun el perfil genético hallado

De las accesiones proporcionadas por los viticultores herrefios (Tabla 1), diferentes entradas
presentaron perfiles genéticos idénticos respecto a otras de la misma coleccion herrefia
(repeticiones). Los perfiles genéticos restantes (si se tiene en cuenta tanto las variaciones
numéricas como las de expresion alélica), serdn Unicos y corresponderdn a variedades
diferentes. Si solamente se tiene en cuenta las mutaciones numeéricas, entonces habra perfiles

genéticos diferentes, con lo cual hay que desestimar entradas coincidentes.

Tabla 1. Listado total de variedades herrefias con los resultados genéticos. Los SSR que varian se resaltan en la
columna SSR-dif. Cuando la variacion es numérica (VN) el color es negro. Cuando la mutacion es de expresion
alélica (VE), el color es verde. Este sera intenso cuando el alelo mas extendido sea menor a 2/3 de la expresion
alélica del que varia. Este serd verde palido cuando el alelo méas extendido sea mayor o igual a 2/3 de la expresion
del que varia. En Azul marino se muestran los SSR trialélicos. Las columnas VN y VE indican los perfiles

moleculares generados.

La distribucion de los individuos procedentes de la isla de EI Hierro, en perfiles genéticos se
muestra en la Figura 3 (empezando por la zona central superior, hacia la derecha).

Figura 3. Distribucién del grupo de accesiones herrefias en variedades de Vitis vinifera L.

Figura 4. Electrofenogramas del SSR S2 (universal para la comunidad cientifica) para las muestras HI-65 y HI-
80.

7.3. Estudio de la estructura poblacional de la poblacion de muestras procedentes

de laisla de El Hierro (Singularidad)

Antes de empezar con este apartado se tiene que informar de que se hallaron perfiles numéricos

unicos (tal y como se explica al principio del apartado anterior), contando las mutaciones y
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sports que determinadas variedades presentan. Pero solamente se puede trabajar este apartado
de singularidad de la poblacion herrefia desestimando estas mutaciones, ya que estas son
perfiles redundantes y estadisticamente no tendriamos resultados consistentes (Cabezas et al;
2011, Marsal et al; 2017, Marsal et al; 2019). Esto quiere decir que para este estudio de
singularidad se contard con menos perfiles correspondientes a variedades diferentes. Dicho
esto, este apartado se abordara, en primera instancia, bajo dos puntos de vista. EI primero sera
el de estudiar los perfiles moleculares que corresponden a las variedades conocidas mas los
perfiles nuevos como una poblacion Unica, para ver como se distribuyen por si solos. El
segundo punto de vista sera ver como se relacionan estos perfiles nuevos y las variedades
locales de la isla de EI Hierro conocidas (ya que los otros perfiles no serian propios de la isla),
con las variedades canarias y con el resto de variedades del mundo que posee el Area de
Biologia de la Vid del Grupo de Investigacion TECNENOL.

7.3.1. Estudio de la poblacion herrefia propiamente dicha

Para abordar el estudio de la estructura poblacional de la poblacién de la Isla de El Hierro, se
parte de los perfiles moleculares Gnicos. No todos corresponderan a perfiles patrén (identidad),
sino que pueden corresponder también a una mutacion de una variedad que no se encuentre en
la poblacion que se va a estudiar. Se focalizara la atencién en las variedades locales de la Isla
de El Hierro, es decir que tienen alguna publicacion (Marsal et al; 2019, Rodriguez-Torres y
col; 2018), que en este estudio estan formadas por representantes conocidos, y las nuevas
variedades halladas en este estudio. El anélisis de la estructura poblacional se realiz6 mediante
el software Structure 2.3 (Falush et al; 2003, Pritchard et al; 2000) el cual permitié encontrar
diferentes distribuciones para la poblacion (K). EI Anexo 5 muestra (en forma de grafica) los
calculos que permitieron deducir cual seria la mejor K una vez aplicada la correccion de
Evanno (2005). Para esta poblacién la mejor K fue K=3. Esto quiere decir que la mejor manera
de dividir la poblacion total de vides herrefias (todas) es en 3 grupos. En la Figura 5 se presenta
la distribucion K=3 para la coleccion de los representantes herrefios. Las variedades de cada
uno de los 3 subgrupos propuestos para K=3, se han ordenado en funcién de su valor g (el
porcentaje de su genoma inferido que pertenece al subgrupo (Bacilieri et al; 2013) (de mayor
a menor)). Esta estrategia permite desestimar las variedades mestizas (q < 85%), las cuales
distorsionarian el desarrollo del estudio. En esta ocasion no se desestiman las mestizas, para

tener una idea del conjunto, de como quedan distribuidas, y como se relacionan entre ellas.
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Figura 5. Distribucion K=3 para los individuos de la poblacién de vides herrefias. Con letra de color verde se
presentan las variedades locales herrefias, de color azul, los cultivares locales canarios, y los foraneos del
archipiélago se presentan de color negro. Resaltados mas intensos, todos los individuos puros de cada agrupacion,
y sin resaltar (normal) los mestizos.

La subPOP 1, esté constituida por diversos representantes, de los cuales una parte (q > 85%)
serian “puros”, y otros son mestizos (q < 85%). Los componentes conocidos de este grupo,
tienen en comdn, ya sea como progenitor o bien como abuelo una variedad ancestral
centroeuropea, que se prevé que entré en la peninsula a través del Camino de Santiago
(Casanova et al; 2011). Los representantes restantes son nuevos, pero se podria hipotetizar que
también podrian ser descendientes de este viduefio ancestral. El color rojo, asignado por el
programa estadistico, bien podria definir la ascendencia centroeuropea de esta agrupacion. La
subPOP 2, a la cual se le ha asignado el color verde &cido, estd compuesta por diversos
miembros de los cuales los 5 primeros poseen una g > 85% (puros). Como se puede observar,
en esta agrupacion hay de todo. Este cluster agrupa a varietales que, con un fuerte vinculo
centroeuropeo, tienen también mucha relacion con los viduefios del este del mediterraneo,
incluida la peninsula balcanica (Grecia). Ademas, estan relacionados, como no puede ser de
otra manera, con la Peninsula Ibérica y, sobretodo en estas dos primeras subpoblaciones
(subPOP1 y subPOP 2), con Portugal. La tercera subpoblacion, SubPOP 3 (de color azul), esta
constituida por componentes. Algunos son puros (q > 85%). Las restantes son mestizas. Esta
agrupacion, con raices peninsulares y un poco también del este del Mediterraneo, es la méas
relacionadas con el Estado Espafiol. Esta claro que la combinacion de colores de esta Figura 5,
da unaidea de las raices de los perfiles genéticos que configuran cada una de las subpoblaciones
que conforman la coleccién de vides herrefias. Esta combinacion de la poblacion vinifera

herrefia en tres grupos (K=3), tiene una bondad del 97% (Anexo 6).

En la Figura 6, se presenta la poblacién de la isla de El Hierro dividida en 3 subpoblaciones,
tanto por agrupaciones de varietales propiamente dichas (imagen superior izquierda a) en sus
correspondientes subpoblaciones, con una fiabilidad acumulativa del 100%), como por
individuos (imagen superior derecha b), con una fiabilidad acumulativa del 19,57%) y en la
imagen inferior ), se presenta un detalle de la imagen superior derecha con los nombres de los
individuos (puros y mestizos). Estas representaciones graficas son del tipo Coordenadas
Principales (PCoA) (especificas para datos binarios y codominantes (GenAlEXx 6.5)), y en sus
ejes esta marcada la fiabilidad de la distribucion. Es muy importante tener en cuenta dos

aspectos para poder interpretar estos porcentajes de fiabilidad:
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1. Como todas las representaciones gréficas, las PCoA llevan asociadas intrinsecamente
un error. En este estudio se trabaja con 20 SSR, cada uno genera dos datos huméricos
(ya que Vitis vinifera L. es diploide), con lo cual las herramientas de discriminacion
seran 40. Actualmente no hay manera de representar estos resultados en 40
dimensiones. La reduccion de las representaciones graficas a 2 dimensiones es lo que
generard las imprecisiones. Imprecisiones que la comunidad cientifica asume, leyendo
los resultados como tendencias.

2. Al aumentar los componentes a representar, hay menor fiabilidad, ya que la
representacion en 40 dimensiones, es para cada uno de los individuos que configuran

las poblaciones o bien, las subpoblaciones, segiin como se trabaje.

Figura 6. Representacion mediante Coordenadas Principales (GenAlEx 6.5) poblacidon de la isla de El Hierro
dividida en 3 subpoblaciones. Gréafica a) representacion por subpoblaciones, grafica b) representacién por
componentes de cada subpoblacion, gréfica c) representacion por componentes de cada subpoblacion con sus
respectivos nombres. Con letra de color verde se presentan las variedades locales herrefias, de color azul, los
cultivares locales canarios, y los foraneos del archipiélago se presentan de color negro. Resaltados més intensos,
todos los individuos puros de cada agrupacion, y sin resaltar (normal) los mestizos.

En la Figura 6 a, se puede observar como las subpoblaciones formadas son significativamente
distintas entre ellas (cada subpoblacion esta en un cuadrante distinto), seguramente debido al
diferente origen de sus componentes. La coordenada 1 separa a las subpoblaciones que
comparten indicios de origen del Este del Mediterraneo (incluida la Peninsula Balcanica)
(subPOP 2y subPOP 3) de la subPOP 1, que queda en solitario en los cuadrantes de la derecha,
mientras que la coordenada 2, separa la subpoblacion oriental (subPOP 2), de las occidentales
subPOP 1y 3. En la Figura 6 b, se presentan las mismas subpoblaciones, ahora por individuos.
En esta imagen se pueden ver como los circulos globales se solapan entre ellos. Esto se debe a
la presencia de los mestizos, pero claramente se visualiza como la subPOP1 (correspondiente
a la mas centroeuropea) estd claramente separada de la subPOP 3 (correspondiente a la
subpoblacion espafiola), mientras la subPOP 2, la mas oriental (este del Mediterraneo y
Grecia), intersecciona con las anteriores demostrando la gran influencia de los primeros
Centros de Domesticacion Secundarios de la vid (CDS) sobre los posteriores, que en orden
cronoldgico corresponderia al de la Peninsula Ibérica (zona espafiola) y al del Centro de Europa
y Francia, que seria el mas reciente (dataria de la época de los romanos). La Figura 6 c, es un
detalle con los nombres de los varietales de la grafica anterior. Aqui se han mantenido los

mestizos para ver como se distribuyen todos los miembros de la coleccion de vides herrefia, y
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se ve como toma forma la distribucion de varietales de la Figura 5 y el porqué de sus

ubicaciones en funcion del color observado en la Figura 5.

7.3.2. Estudio de los cultivares herrefios y su relacion con la poblacion de varietales

canarios

Para estudiar la relacion de la coleccion de varietales herrefios respecto al resto de variedades
locales canarias, de las que se dispone de su perfil molecular descrito por los mismos 20 SSR,
se realizé el mismo procedimiento utilizado anteriormente. La poblacién ascendié. Aqui se
incluyen mutaciones de color (sport). De los representantes canarios, aproximadamente la

mitad de los viduefios son locales herrefos.

La coleccién de vides locales canarias, se distribuyd en 3 subpoblaciones, con una bondad de
buena ubicacion del 95%. Tampoco se desestimaron los mestizos, con la finalidad de ver su

posicidn respecto a los otros varietales canarios.

En la Figura 7, se presentan estas subpoblaciones representadas en tres gréficas de coordenadas
principales. Al igual que en el caso anterior, se muestran las distribuciones por subpoblaciones,
asi como por individuos. En la Figura 7 a, se nota una clara dicotomia entre la subPOP del Este
del Mediterraneo y el Caucaso, con las otras poblaciones de varietales canarios. La subPOP
correspondiente a las islas occidentales, basicamente El Hierro y, a las islas orientales, el resto,
se mantienen alejadas entre ellas, pero compartiendo los cuadrantes de la derecha. El hecho de
que la subPOP del Este del Mediterraneo y las islas orientales compartan los cuadrantes
superiores, denota una cierta influencia de los CDS mas antiguos respecto a los perfiles

geneticos de estas.

Figura 7. Representacion mediante Coordenadas Principales (GenAlEx 6.5) poblacién de las islas Canarias,
dividida en 3 subpoblaciones. Gréfica a) representacion por subpoblaciones, grafica b) representacion por
componentes de cada subpoblacion, grafica c) representacion por componentes de cada subpoblacién con sus
respectivos nombres. Con letra de color azul se presentan las variedades locales herrefias, los cultivares locales
canarios se presentan de color negro.
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En las Figuras 7 b y c, se presentan las subpoblaciones de varietales canarios por individuos.
Aqui se puede observar como a pesar de estar presentes los individuos mestizos, no hay apenas
solapamiento en las subpoblaciones. La subpoblacion de vides de las islas més orientales esta
muy concentrada en el cuadrante superior izquierdo, y es mucho mas de origen peninsular que
las otras. En cambio, la poblacion de las islas occidentales, basicamente EIl Hierro y La Palma,
es mucho mas dispersa y exotica. Esta subpoblacion estd practicamente constituida por
varietales herrefios a excepcion de 2. En la poblacion de vides mundiales, esta subpoblacion

quedd ubicada en las islas Canarias, siendo el “nucleo duro” de esta.

7.3.3. Estudio de la coleccién de vides de la isla de El Hierro y su relacion con la

poblacion mundial

Este estudio de la estructura poblacional de la poblacion mundial junto con la subpoblacion
canaria, centrandose especialmente en la coleccion de vides de la Isla de EI Hierro, se va tratar

bajo dos puntos de vista:

1. Desde un aspecto puramente genético, usando todas las herramientas que proporciona
el programa “Structure 2.3”, que dard una estimacion del mejor ndmero de
subpoblaciones, en las que se puede agrupar la poblacién mundial estudiada. Ademas,
agrupara los individuos de cada una de ellas en funcién de la distancia genética,
basandose en las frecuencias alélicas de sus perfiles moleculares.

2. Desde un criterio puramente geografico. Aqui se confeccionara cada subpoblacion a
partir de su procedencia en la Base de Datos mundial (VIVC). La bondad de asignacion
a una subpoblacion en concreto serd mas baja que en el caso de la agrupacion genética,

ya que el mestizaje no tiene nada que ver con los origenes geograficos.

7.3.3.1. Estudio de la estructura poblacional basandose en criterios puramente

genéticos

Para abordar el estudio de la estructura poblacional de la poblacion de las Islas Canarias
incluyendo los varietales herrefios, se partira de los perfiles moleculares Gnicos procedentes de

la base de datos del Area de Biologia de la Vid del grupo de Investigacion TECNENOL
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eliminando todos los mutantes y los “sports” ya que se trata de informacion redundante
(Cabezas et al; 2011, Marsal et al; 2017, Marsal et al; 2019). No todos corresponderan a perfiles
patron (identidad) sino que pueden corresponder también, a una mutacién de una variedad que
no se encuentre en la poblacion que se va a estudiar. Se focalizara la atencion en las variedades

locales de las Islas Canarias junto con la poblacion de varietales herrefios.

El anélisis de la estructura poblacional se realizd6 mediante el software Structure, el cual
permitié encontrar diferentes distribuciones para la poblacion (K). EI Anexo 7 muestra los
calculos que permitieron deducir cual seria la mejor K, una vez aplicada la correccion de
Evanno (2005). Para la poblacién esstudiada la mejor K fue K=2. En la Figura 8 se presenta
la distribucion K=2 para los representantes. Las variedades de cada uno de los 2 subgrupos
propuestos para K=2, se han ordenado en funcion de su valor g (el porcentaje de su genoma
inferido que pertenece al subgrupo (Bacilieri et al; 2013) (de mayor a menor)). Esta estrategia
permitié desestimar las variedades mestizas (q < 85%), las cuales distorsionarian el desarrollo

del estudio.

Figura 8. Distribucion K=2 para los individuos de la poblacion mundial, incluyendo los varietales canarios y los
herrefios que se ubican en la subPOP 2.

Se desestimaron los mestizos, esto supuso prescindir de estos representantes (mestizos con g <
85%). De esta manera, la poblacion de individuos puros se redujo. Su correspondiente test de
asignacion le confirié una bondad del 100% (datos no mostrados). La subPOP1 se caracterizaba
por incluir mayoritariamente a representantes de la subpoblacion de Italia, los Balcanes y
Francia-Centro Europa. La subPOP2 poseia todos los varietales canarios (menos el
desestimado por mestizo). Esta subpoblacion se caracterizaba por tener mayoritariamente
individuos de la subpoblacion de la peninsula ibérica. La representacion grafica de esta
distribucion, se presentdé también mediante Coordenadas Principales (Figura 9). Para ver y
demostrar la singularidad de la subpoblacion de varietales del archipiélago, se extrajeron de la
SubPOP 2 donde estaban ubicados, los varietales canarios para construir una nueva
subpoblacion. Asi las representaciones constaron de 3 subpoblaciones. A su vez, de la
subpoblacion canaria se extrajeron las variedades herrefias para observar su comportamiento
como subpoblacion. Se comprobé la bondad de asignacion en estas nuevas condiciones (con 4

subpoblaciones), y resulto ser del 90% (datos no mostrados), bondad que se daba por buena.
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Figura 9. Representacion mediante Coordenadas Principales (GenAlEx 6.5) poblacién mundial dividida en

4 subpoblaciones, resaltando las subpoblaciones canaria y herrefia. Bondad de ubicacion: 90% (segun test de

Asignacion).
En esta figura se puede observar como la coordenada 1 separa la subPOP 1 del resto. Esto tiene
su logica porque las subPOP IC y la subPOP HI, se han extraido de la subPOP 2 que alberga
mayoritariamente vides peninsulares. Lo que es remarcable es que mientras la subPOP IC (islas
Canarias) esté cerca de la subPOP 2 en los cuadrantes superiores, las otras dos estan en los
cuadrantes inferiores, aunque significativamente alejadas, pero que demuestra una cierta
influencia de la subPOP 1 (en ella se ubicaban mayoritariamente vides de Centro Europa,
Francia e Italia). Se observa ademas como la poblacion herrefia ocupa un cuadrante por si sola,
esto demuestra la singularidad de sus perfiles genéticos. En la Figura 10, se muestra esta
distribucion por individuos de la poblacion mundial. En esta imagen se aprecia claramente la
dicotomia que existe entre el CDS ubicado en la peninsula ibérica y los ubicados fuera de ella,
en el resto del mundo. También se puede observar de manera evidente y general que, siempre
bajo la influencia capital de los cultivares peninsulares (asi estan dentro del circulo verde), la
subpoblacidn de cultivares herrefios se desplaza de la poblacion de variedades canarias.

Figura 10. Representacién mediante Coordenadas Principales (GenAlEx 6.5) poblacién mundial dividida en
4 subpoblaciones con sus correspondientes individuos que la forman. La imagen inferior es un detalle de la
superior. Incluye los nombres de los varietales herrefios.

Figura 11. Representacién mediante Coordenadas Principales (GenAlEx 6.5) poblacion mundial dividida en 4
subpoblaciones genéticas con sus correspondientes individuos que la forman. En la imagen superior, se resalta
con nombre la subpoblacién herrefia. En la imagen inferior se remarcan con detalle todos los varietales canarios.
Se han intensificado de color negro, los herrefios.

7.3.3.2. Estudio de la estructura poblacional basandose en criterios geogréaficos /

genéticos

Se trataba de confeccionar subpoblaciones en funcién del pais de origen segun la informacion
obtenida en el VIVC. Como algunos grupos poseian un bajo namero de representantes, se
decidi6 agrupar a las variedades por areas geograficas de acuerdo con la bibliografia (Imazio
et al; 2006, Arroyo Garcia et al; 2006, Bacilieri et al; 2013, Marsal et al; 2017, Marsal et al,
2019). Se confeccionaron las siguientes 5 subpoblaciones: subPOP EASTMED-CAU (Algeria,
Cyprus, Georgia, Israel, Lebanon, Tunisia and Turkey), subPOP BP (Bosnia and Herzegovina,
Bulgaria, Croatia, Greece, Serbia, Slovenia and Montenegro), subPOP ITA (Italy), subPOP
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FRA-CEU (Austria, France, Germany, Hungary and Switzerland) and subPOP IP (Spain and
Portugal), y ademas se constituyeron las subpoblaciones IC y la HI. La subpoblacion canaria
estaba formada por diferentes varietales locales. La subpoblacion herrefia estaba constituida
también por diferentes cultivares locales. Los “sports” se desestimaron por estar representados
en la poblacion mundial por las variedades “madre”. Estos individuos de la Base de Datos del
Area de Biologia de la Vid del Grupo de Investigacion TECNENOL, se consiguen por
exclusion de los viduefios obtenidos a partir de cruces interespecificos, cruces de autor y todo
tipo de mutaciones. En esta poblacion mundial distribuida en 7 subpoblaciones geograficas,
existen especimenes desconocidos que se asignardn a las 7 anteriores, mediante el test
correspondiente (datos no mostrados). Este test de asignacién tiene una bondad del 59%, esto
quiere decir que hay cultivares mal asignados a su grupo geografico. En otras palabras, el hecho
de que un pais o region en concreto diga que una variedad es autoctona de este lugar, significa
que ese pais esta incurriendo en una falsedad. No hay variedades autdctonas en la especie Vitis
vinifera L. ya que durante siglos el mestizaje enmascara este término (autoctono). Solo hay
variedades locales. Otra variedad de origen desconocido ha sido asignada a esta agrupacion
canaria. La explicacion o motivo por el que esta variedad aparecera a menudo en el grupo
canario es, muy probablemente, por la intervencion en el linaje de algunos cultivares del

archipiélago. En este estudio se ha devuelto al grupo de la Peninsula Balcanica (BP).

En la Figura 12 se muestra la distribucion de la poblacién mundial por zonas geograficas,

habiendo separado previamente las poblaciones canarias y herrefias.

Figura 12. Representacion mediante Coordenadas Principales (GenAlEx 6.5) poblacion mundial dividida en
7 subpoblaciones seglin sus areas geograficas, resaltando las subpoblaciones canaria y herrefia. Bondad de
ubicacién; 59% (segun test de Asignacion).
Se puede observar otra vez como las subpoblaciones de origen peninsular quedan colocadas en
los cuadrantes de la derecha, demostrando de esta manera la importancia de los datos historicos
que hacen constar la introduccion de vides de Espafia y Portugal durante la conquista del
archipiélago canario (Macias y col; 2005). Seran las subpoblaciones de la Peninsula Ibérica y
Canarias las que reciban una mayor influencia de las subpoblaciones ubicadas en los cuadrantes

de la izquierda. La poblacion mas alejada, una vez mas, es la herrefia.

En la Figura 13 se presentan los resultados de las subpoblaciones geograficas mundiales por
individuos. Otra vez se puede observar la influencia peninsular sobre los varietales canarios en

general, obviamente confirmando los datos historicos. Se detecta una mayor influencia de las
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subpoblaciones de la Peninsula Balcanica, Italia y de Francia-Centro Europa, en la
subpoblacion canaria. La coleccion de vides locales de la Isla de EI Hierro se muestra una vez
maés ligeramente desplazada con respecto a la subpoblacion canaria, quedando demostrado, de
esta manera, su singularidad. En la imagen inferior se presenta un detalle de la zona donde se
emplazan los varietales canarios y herrefios, remarcando en color negro intenso los viduefios

de la Isla de El Hierro, y dejando sin intensificar los canarios.
Figura 13. Representacion mediante Coordenadas Principales (GenAlEx 6.5) poblacion mundial dividida en
7 subpoblaciones geogréaficas con sus correspondientes individuos que la forman. En la imagen superior, se

resalta con circulos las diferentes subpoblaciones. En la imagen inferior se remarcan con detalle y nombre

todos los varietales canarios. Se han intensificado de color negro, los herrefios.

8. CONCLUSIONES

1. E1 “kit” de SSR empleado ha funcionado perfectamente para cumplir con los propositos. Ha

discriminado con eficiencia, llegando a detectar una pequefia variabilidad intravarietal.

2. En las muestras analizadas, se han detectado cultivares conocidos y perfiles moleculares

nuevos.

3. En esta poblacion de varietales herrefios, se han hallado perfiles moleculares distintos si s6lo
se considera la variabilidad numérica. Pero si se considera tanto la variabilidad numérica, como

la variabilidad de expresion alélica, entonces se contabilizan mas perfiles genéticos diferentes.
4. La variabilidad intravarietal se ha detectado en individuos de esta poblacién. (Anexo 8).

5. Se han descubierto diversos errores y confusiones de nombre, seguramente por

desconocimiento (Anexo 9).

6. Se ha dado nombre a términos que, ya de entrada, denotaban un desconocimiento por parte

del viticultor respecto a la variedad que aportaba (Anexo 10).
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8. A partir del estudio de singularidad (Estructura Poblacional), se puede deducir que el perfil
molecular de las variedades locales herrefias, con sus rasgos canarios fruto de la adaptacion,

constituirian una poblacién de varietales muy genuina. La singularidad quedaba demostrada.

9. La poblacion de viduefios de la Isla de EI Hierro, se puede hipotetizar que tiene un origen
mucho maés peninsular que el resto de varietales canarios, ya que ha quedado demostrado que

recibe menos influencia del resto de poblaciones de cultivares mundiales.
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10. AUTOEVALUACION

Realizar el trabajo de fin de grado ha implicado no sélo poner a prueba los conocimientos
adquiridos durante mi formacién en el grado de Biotecnologia, sino que también aprender
muchos nuevos. He tenido la oportunidad de practicar la técnica de los microsatélites 0 SSR e
ir perfecciondndola con el tiempo de la mano de una profesional del sector como lo es la Dra.
Maria Francesca Fort, lo cual es un privilegio y le estoy muy agradecida. Ademas, esta
experiencia me ha proporcionado un mayor conocimiento sobre la dindamica de trabajo de un
grupo de investigacion. Se han superado mis expectativas, ya que mi preocupacion principal
era tener muchas dificultades a la hora de llevar a cabo el trabajo y aplicar lo aprendido en la

universidad, por tanto, este TFG me ha proporcionado més seguridad en mi misma.

La técnica de los microsatélites es muy utilizada en el campo de la Biotecnologia Vegetal y la
Genética Molecular, de manera que el aprendizaje de la misma posiblemente sera muy util para
el futuro laboral. Como ya he mencionado, llevar a cabo este trabajo me ha permitido practicar
procedimientos que forman parte del grado de Biotecnologia, como la PCR y la extraccion de
ADN, pero también me ha permitido adquirir conocimiento de nuevas practicas como, por

ejemplo, la interpretacion de electroferogramas.

He descubierto nuevos programas estadisticos como el Structure 2.3 y el GenAlEXx, los cuales
he utilizado para tratar los resultados. Mediante estos programas he aprendido y he puesto en
practica los criterios que se aplican a la hora de clasificar poblaciones segun su perfil genético
y relacionarlas con otras poblaciones originarias de otras zonas.

Finalmente decir que, a través de este estudio, he comprendido la situacién de Vitis vinifera L.
respecto a su pérdida de diversidad debido a diversos factores, lo cual me ha hecho entender la
importancia de la gran variedad que presenta la isla de EI Hierro.
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ANEXOS

Anexo 1: Relacién de accesiones de la poblacion de la isla de EI Hierro. Caracteristicas.

CODIGO NOMBRE LOCAL VITICULTOR REF. CATASTRAL PROCEDENCIA COLOR
HI-1 Uval Negro Negro
HI-2 Uval Negro Negro
HI-3 Verijadiego Negro Negro
HI-4 Verdello Blanco
HI-5 Baboso Blanco Blanco
HI-6 Bermajuelo Blanco
HI-7 Baboso Negro Negro
HI-8 Baboso Blanco Blanco
HI-9 Desconocida Negra Negro
HI-10 Mulata Negro
HI-11 Bermajuelo Rosada Rosada
HI-12 Diego Blanco
HI-13 Huevo Gallo Blanco
HI-14 Pedro Ximénez Blanco
HI-15 Burra Blanca Blanco
HI-16 Moscatel Pequeiio Blanco
HI-17 Negramoll Negro
HI-18 Negra Muelle Negro
HI-19 Listan Negro Negro
HI-20 Moscatel Negro Negro
HI-21 Listan Blanco Blanco
HI-22 Verdello del Hierro Blanco
HI-23 Baboso Negro Negro
HI-24 Desconocida Negra Negro
HI-25 Cristal Blanco
HI-26 Verijadiego Blanco Blanco
HI-27 Gual Blanco
HI-28 Verijadiego Blanco Blanco
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CODIGO NOMBRE LOCAL VITICULTOR REF. CATASTRAL PROCEDENCIA COLOR
HI-29 Verijadiego Blanco Blanco
HI-30 Diego Blanco
HI-31 Baboso Negro Negro
HI-32 Baboso Negro Negro
HI-33 Baboso Blanco Blanco
HI-34 Baboso Blanco Blanco
HI-35 Moscatel Blanco Blanco
HI-36 Baboso Blanco Blanco
HI-37 Baboso Negro Negro
HI-38 Desconocida Blanca Blanco
HI-39 Castellana Negro
HI-40 Desconocida Mesa Blanco
HI-41 Desconocida Negra Negro
HI-42 Tintilla Negro
HI-43 Madera Desconocido
HI-44 Forastera Blanco
HI-45 Desconocida Blanca Blanco
HI-46 Desconocida Negra Negro
HI-47 Malvasia Blanco
HI-48 Bermajuelo Blanco
HI-49 Torrontes Blanco
HI-50 Listan Blanco Blanco
HI-51 Burra Blanca Blanco
HI-52 Mulata Rosada Rosada
HI-53 Desconocida Negra Negro
HI-54 Malvasia Negra Negro
HI-55 Verijadiego Blanco Blanco
HI-56 Baboso Negro Negro
HI-57 Listan Negro Negro
HI-58 Desconocida Desconocido
HI-59 Baboso Negro Negro
HI-60 Verdello del Hierro Blanco
HI-61 Baboso Blanco Blanco
HI-62 Bermajuelo Blanco
HI-63 Mulata Negro
HI-64 Malvasia Blanco
HI-65 Uval Blanco Blanco
HI-66 Eusebia Desconocido
HI-67 Verijadiego Blanco Blanco
HI-68 Verijadiego Blanco Blanco
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CODIGO NOMBRE LOCAL VITICULTOR REF. CATASTRAL PROCEDENCIA COLOR
HI-69 Pedro Ximénez Blanco
HI-70 Tintilla Negro
HI-71 Verijadiego Blanco Blanco
HI-72 Bermajuelo Blanco
HI-73 Bermajuelo Blanco
HI-74 Baboso Negro Negro
HI-75 Desconocida Desconocido
HI-76 Desconocida Desconocido
HI-77 Desconocida Desconocido
HI-78 Pedro Ximénez Blanco
HI-79 Desconocida Desconocido
HI-80 Desconocida Desconocido
HI-81 Malvasia Blanco
HI-82 Baboso Blanco Blanco
HI-83 Malvasia Negra Negro
HI-84 Baboso Negro Negro
HI-85 Mierda Gallina Desconocido
HI-86 Bermajuelo Rosada Rosada

HO8UVN Uval negro Negro
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Anexo 2: Caracteristicas especificas de los 20 microsateélites

Anexo 3: Parametros estadisticos utilizados en este estudio.

PARA,METRO PARAMETRO FORMULA RANGO ANOTACIONES
(siglas) (nombre)
No. of alleles Determined by direct count. GenAlEx also provides the
Na (Codom and [1,n] . . .
K arithmetic mean across loci.
Haploid Data)
S Here Ne represents an estimate of the numberof
Effective . | equally frequentalleles in an ideal population.
number of '\':J Enables meaningful comparisons of allelicdiversity
Ne alleles t (1,n] across loci with diverse allele frequency distributions.
(Haploid N :L ’ GenAlEx provides two slightlydifferent estimates. The
Data) ¢ 1-H, first (Ne) via Frequencyis calculated by locus from HE
(Codom Data) foreach population. The second (cNe) via G-statistics is
calculated bylocus overpopulations based on HS.
HeLtJ:rZezl;lvge:sit No.of _Hes Observed heterozygosity for a single locus within a
Ho v = \ [0,1] |population, where the number of heterozygotes is
(Cadarm Natal determined by direct count, N = sample size.
1 HE is the Expected Heterozygosity or Genetic Diversity
Expected. . within a
He hztedrozy'g)osny Hltl-Zp' (0.1] population. Calculated per locus as 1 minus the sum of
(Codom Data)  — the squared allele frequencies, pi °.
multiple loci calculated as the product of individual
locus Pl’s. Pl represents the average probability of a
match for any genotype, rather than for a specific
Probability of PI:HV;'»-V;" genotype, as in Genotype Probability. Pl is widely used
Pl Identity k«;dht: [0,1] |in DNAforensic analysis whereitis also called the
(Codom Data) Match Probability, Matching Probability and Power of
Inclusion. 1-Plis called the Exclusion Power, or Power
of Discrimination. Pl is also used for assessing the
number of loci required for genetic tagging.
the arithmetic mean across loci. Values close to zero
H-H are expected under random mating, while substantial
E Fixation Index f=g (-1,1] positive values indicate inbreeding or undetected null
(Codom Data) Hf ! alleles. Negative values indicate excess of
heterozygosity, due to negative assortative mating, or
heterotic selection.
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Anexo 4: Parametros estadisticos obtenidos con 20 SSR o microsatélites para los perfiles
genéticos (sin variaciones (mutantes)).

Anexo 5: El tltimo de los cuatro pasos del método gréfico de Evanno et al. (2005), que permite

estimar el nimero real de grupos K ancestrales para la poblacion de individuos de la coleccion
de la isla de El Hierro, que en este caso particular es de k=3.

Delta K = Mean |L'(k)| /5D [L{K)]

Delta K

Anexo 6: Test de Asignacidn (programa GenAlEx 6.5) para la distribucion de la poblacion de

vides herrefias en 3 subpoblaciones, que da una bondad de la buena ubicacion en cada
subpoblacion de los cultivares herrefios del orden del 97%.
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Anexo 7: El ultimo de los cuatro pasos del método grafico de Evanno et al. (2005), que permite
estimar el nimero real de grupos K ancestrales para la poblacion de individuos de la coleccion
de cultivares mundial, que en este caso particular es de k=2.

Delta K = Mean |L’(k)| / SD [L(K)]
() x

1,2

08

Delta K

0,4

Anexo 8: Variabilidad intravarietal.

Anexo 9: Errores y confusiones de nombre.

Anexo 10: Nombres de las variedades desconocidas.
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