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EVALUACION DEL GERMOPLASMA DE VID PARA SU CONSERVACION

1.RESUMEN

La vid, a pesar de su alto valor econémico, esta en riesgo de perder variabilidad
genética, lo que se denominaerosion genética, principalmente por causas derivadas del
cambio climético, globalizacion de los mercados o por enfermedades. Para paliar el
efecto de esta pérdida de variabilidad, a lo largo de los afios se han desarrollado
estrategias que nos ayuden a conservar las plantas que puedan poseer rasgos utiles y
se han implementado nuevas herramientas, paraidentificar correctamente este materia
y asi, poder conservarlo de forma idénea. Como estrategia principal se utilizan los
bancos de germoplasma, que se suelen apoyar en el uso de las nuevas herramientas
de identificacién. En paises como Espafia todavia hay trabajo por realizar en la
proteccion legal de este recurso. Como los bancos de germoplasma necesitan de un
espacio determinado, han surgido nuevas alternativas. Una de ellas es el cultivo in vitro,
o los bancos de ADN o los de yemas vegetativas. Pero una técnica alternativa en auge
es la crioconservacién en la cual se han desarrollado una serie de protocolos, basados
en la vitrificacion, mediante la exposicion del material a temperaturas de congelacion.
Contodo ello, en estarevision se pretende informar del estado actual del germoplasma
de vid, e informar de las técnicas existentes parala conservacion de vid.

Palabras clave: Vid, erosion genética, bancos de germoplasma, crioconservacion,
cambio climatico, estrategias de conservacién, peligros cambio climatico,
conservacion ex situ.

ABSTRACT

Grapevine is an important crop worlwide of high economic value. It is at risk of losing
genetic variability, this is known as genetic erosion. Some of its causes are climate
change, globalisation of the markets or diseases. To ease the effect of losing this
variability, throughout the years, new strategies have been developed, that help us to
preserve those plants with usefull traits. Besides new tools have been implemented to
characterize properly this genetic material, and thereby store it correctly. As a main
strategy, germplasm banks are used, these banks are supported with the new
techniques of identification. In countries like Spain with scarce legal protection, thereis
work to do. Genebanks needs alot of Surface therefore new techniques have arise. One
of them s the in vitro culture, the DNA banks, or bud banks. Cryopreservation is in trend,
in wich new protocols vitrification-based have been developed. To sum up, this review
aims to inform about the current status of the grapevine germplasm, and report the
existing technigues to conserve vines.

1/28

Miguel Mufioz Cantera
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID - CAMPUS DE PALENCIA
Grado en enologia



EVALUACION DEL GERMOPLASMA DE VID PARA SU CONSERVACION

2.INTRODUCCION

El actual patrimonio genético de la vid abarca una gran cantidad de variedades, clones
y variantes que merece la penaconservar. Se estima, que hay unas 10.000 variedades
de uva en todo el mundo (OIV,2017).

Este patrimonio esta disminuyendo, sufriendo erosion genética. Una parte de, los
riesgos a los que nos enfrentamos se derivan del cambio climético, tales como la sequia
debida al incremento de las temperaturas y la ausencia de precipitaciones o los
causados por las plagas y enfermedades. También influye el comportamiento humano,
como el abandono de tierras agricolas, la globalizacién de los mercados, o el hecho de
que los consumidores solo conozcan un pequefio numero de variedades, en perjuicio
de las variedades menores (Di Vecchi-Staraz et al., 2009)

Por otro lado, estas variedades y clones en riesgo de desaparicion constituyen un
reservorio de genesy alelos de la especie “Vitis vinifera”, ain muy poco conocidos, que
pueden resultar Utiles para mejorar la vid en el futuro. Ademas, dentro del género Vitis
hay una gran diversidad de especies, muy cercanas a la vid cultivada, por lo que
conservar el genotipo de diferentes vides, puede constituir un recurso importante de
variabilidad. Los genotipos conservados pueden ser utilizados directamente para su
propagacion o para ser incluidos en procesos de seleccion clonal. Las selecciones
clonales se llevaron a cabo para mejorar la salud y los rasgos de produccién como el
rendimiento, elsabor, o el color entre otros (van Houten etal., 2020). Ademas, los genes
gue contienen pueden ser utilizados en procesos de mejora por la via clasica
(cruzamiento y seleccion de descendientes) o por técnicas de transgénesis o de edicion
de genes como la CRISPR- CAS.

La vid es una especie vegetal que, de forma tradicional, se ha multiplicado por la via
vegetativa, sin intervenir en el proceso los cruzamientos de lavid sexual. Esto hace que
los antiguos cultivares que han sido propagados durante cientos o incluso miles de afios
pueden haber cohabitado con cultivares recientes generados por diversos
cruzamientos.

De las 10.000 variedades registradas, solo un pequefio nUmero son actualmente
cultivadas de forma significativa en el mundo. En la Figura 1 se recogen las diez
variedades que mayor superficie cultivadaocupany marcan las tendencias del mercado
y de los consumidores, perjudicando la utilizacion mas masiva de otras variedades
menos conocidas. De las restantes no todas se utilizan en la viticultura actual, pero
constituyen unafuente importante de variabilidad genética que debe ser conservada.
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EVALUACION DEL GERMOPLASMA DE VID PARA SU CONSERVACION

Variety™ Colour Destination Area (ha)
Kyoho Black Table 365 000
Cabernet Sauvignon Black Wine 241 000
Sultanina White Table, drying 273 000

and wine
Merlot Black Wine 266 000
Tempranillo Black Wine 231 000
Airen White Wine, Brandy 218 000
Chardonnay White Wine 210 000
Syrah Black Wine 190 000
Red Globe Black Table 159 000
E?;R:EEZ rtqi.gilf ! Black Wine 163 000
Sauvignon Blanc White Wine 123 000

Finot Moir f

Black Wine
Blauer Burgunder ‘ o

* D00

T
By

Trebbiano Toscano f
Ugni Blanc

White Wine, Brandy 111 000

Figura 1: Variedades de vid cultivadas que ocupan mas de 100.000 hectareas de
cultivo. (OIV (International Organisation of Vine and Wine), 2017). Se indican el nombre
de la variedad, el color de la baya, el uso prioritario y la superficie de vifiedo que ocupan
(datos de 2017).

La pérdidade variedades de vid se suele asociar, aunque no siempre se cumple, a la
pérdidade superficie de vifiedo causadapor aspectos antropoldgicos, o por el abandono
de tierrasy el posterior arrancado de vifiedo. En la figura 2 se reflejacémo ha decrecido
la superficie plantada de vid desde el afio 2000, independientemente de si su uso es
para elaboracion de vinos o para consumo en fresco, como uva de mesa. En estos 20
anos la superficie de viiedo del mundo ha bajado de las 7,8 a los 7,4 millones de
hectareas.

il fra

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 201 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Prov. Prel

Figura 2: Evolucion de la superficie de vifiedo mundial (en millones de hectéareas) (Fuente:
informe de la coyuntura del sector vitivinicola mundial de la OIV, abril 2020).

3/28
Miguel Mufioz Cantera
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID - CAMPUS DE PALENCIA
Grado en enologia



EVALUACION DEL GERMOPLASMA DE VID PARA SU CONSERVACION

Para comprender la importancia de la pérdida de variedades de vid, es necesario
entender de donde procede esa variabilidad, para lo cual nos debemos remontar al
neolitico, cuando se inicio6 la viticultura, con la domesticacién de la planta de vid.

La domesticacion de la vid es un proceso que consiste en seleccionar y propagar los
individuos silvestres con los rasgos méas favorables para su uso en cultivo como la
uniformidad, el alto contenido en azucares, el color o el tamafio de labaya, ola presencia
de flores hermafroditas que aseguran el desarrollo del fruto y con ello mayor cantidad
de alimento obtenido. El proceso de domesticacion dio lugar a cambios genéticos en las
vides cultivadas que no suponen ninguna ventaja evolutiva y que solo resultan
interesantes parasu cultivo. Entre ellas, las mas importantes son el hermafroditismo de
las flores ya que al poseer todas las plantas 6rganos masculinos y femeninos, son
capaces de producir fecundacion y dar lugar al fruto (Peir6 et al., 2018), lo que permite
obtener un mayor rendimiento del cultivo. La otra caracteristica critica es la uniformidad.

En la Tabla 1 se recogen las principales diferencias entre las poblaciones naturales y
las variedades cultivadas, incluyendo las mas utiles en viticultura. Estas diferencias se
han generado apartir de los eventos ocurridos en ladomesticacion de la vid.

El proceso de domesticacion se realiz6 alo largo de los afios entre el séptimo milenio y
el cuarto milenio a.C. en la zona transcaucasica, lo que en la actualidad pertenece a
Georgia, Armeniay Azerbaiyan (Cunhaet al., 2020), aunque mas recientemente se han
descrito otros.

Hay varios centros de domesticacion segun lo que se ha documentado recientemente.
El que ya se conociaen la zonatranscaucasica y otros en el mediterraneo occidenta y
mediterraneo central (Pagnoux et al., 2021).

Por otro lado con la expansion de las diferentes civilizaciones por el mediterrédneo, se
produjeron intercambios y nuevas précticas de cultivo. Prueba de ello es que se han
hallado vasijas, recipientes y tamices usados en los procesos fermentativos del mosto.
En el articulo de Arroyo Garcia y otros autores del 2006, estudiaron por medio del uso
de microsatélites las relaciones genéticas entre “Vitis vinifera ssp sylvestris”y “Vitis
vinifera ssp sativa”. Con estos microsatélites, se pueden analizar sus relaciones
genéticas, ademas ayuda a afianzar la idea de que el germoplasma de vid silvestre de
Oriente préximo al oeste de Europa ha contribuido a la creacién de muchos cultivares
euroasiaticos. En el articulo de Sancho-Galan y otros autores de 2020 los autores
utilizaron 22 marcadores moleculares lo que permitié documentar una sinonimia entre
las variedades Castellano y Mantto de Pilas, utilizadas en la zona sur de Espafia y
Portugal de donde es originaria la variedad Mantuo de Pilas (Sancho-Galan et al., 2020)

El uso de marcadores moleculares SSR, es una herramienta de identificacién. Analizar
las variedades con esta herramienta, permite tener unaimagen Unica de esta variedad,
y tenerlacomo referencia.
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EVALUACION DEL GERMOPLASMA DE VID PARA SU CONSERVACION

Tabla 1. Caracteres diferenciales entre la vid silvestre y de la vid cultivada (Prado Villar &

Martinez de Toda Fernandez, 2018)

Vid silvestre
“Vitis vinifera ssp sylvestris”

Vid cultivada
“Vitis vinifera ssp sativa”

Ecotipo tipicamente mesofitico (flora
npana)

Ecotipo mesofitico y xerofitico

Brotes y sarmientos poco vigorosos con
porte caido

Brotes y sarmientos de mayor vigor con
porte erecto o caido *

Hoja generalmente glabra, entera o
trilobulada (con seno peciolar muy
abierto o abierto)

Hoja glabra, grande, que tiene 7 I6bulos
con seno peciolar de abierto a cerrado
con superposicion de los bordes

Flores unisexuales en plantas dioicas.

Flores hermafroditas *

Racimos de pocadimension con la baya
pequefiay esférica.

Racimos de mayor dimensién con la
baya mas grande, esférica u ovoidal *

Baya muy pigmentada (raramente
blanca)

Bayas no pigmentadas a poco
pigmentadas o muy pigmentadas *

Perfil antocianico, a veces, libre de
esterificacion

Perfil antocianico con forma esférica
(salvo Pinot noir)

Baya con mosto poco azucarado

Baya con bajo contenido en azucar aalto
contenido en azucar

Pepita pequeria, corta y rechoncha, sin
pico

Pepita con pico distinguible

Superficie ventral de la semilla lisa,
chalaza distinguible y en relieve

Superficie ventral de la semilla con el
margen en relieve, chalaza indistinguible

Relacion anchura/longitud de la semilla
x100 comprendida entre 54 vy
83(Stummer,1911) comprendida entre
64 y 83 (Schiemann, 1953)

Relacion anchura/longitud de la semilla
x100 comprendida entre 44 y 75
(Stummer, 1911) comprendidaentre 54y
70 (Schiemann, 1953)

Nota: Los * indican las caracteristicas mas relevantes parala viticultura.

Los parametros que se indican con un asterisco en la Tabla 1, tienen interés para los
distintos usos que se puedendar a la vid y en particular con el rendimiento en kg de
frutaque se pueden obtener.

El alto vigor de la planta hace que la produccion de fruto sea mayor. Esta es una
caracteristica muy interesante desde las primeras etapas de la domesticacion, ya que
nuestros antepasados buscaban obtener unafuente de alimento mayor, en vez de solo
una produccion escasa. Esta mayor produccion de fruta esta también relacionada con
el tamafio mayor del racimo. Ademas, otra caracteristica util, es que la vid cultivada
permite obtener mayor cantidad de fruta porque los racimos que se producen son de
mayor tamafio. Por ello, de una Unica planta se puede conseguir mayor alimento frente
a la vid silvestre, que produciaracimos mas pequefios.

Sin embargo, lo que se busca actualmente es un equilibrio en el vigor, ya que va
asociado a la calidad final del producto, y por ende ala posibilidad de elaborar vinos de
calidad.

En cuanto a la coloracién del fruto, en la actualidad se sabe que no es un factor
primordial en la fecundacion (polinizacion) de las flores. Ya que se havisto que lavid no
es una planta que dependade insectos para su polinizacion, (polinizacion entoméfila)
sino que, depende de otros agentes (polinizacion anemofila) para favorecer la
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EVALUACION DEL GERMOPLASMA DE VID PARA SU CONSERVACION

polinizacion. Por ello, en la vid cultivada, no se busca seleccionar bayas muy
pigmentadas como eran las de las poblaciones silvestres, sino que se prima que haya
mas diversidad en su coloracion.

La importancia de la pigmentacion hoy en dia radica en la posibilidad de obtener un
amplio abanico de tipos de vinos.

La cantidad de azucar también es un pardmetro que comentar, ya que una fruta mas
dulce facilitaba la obtencion de un zumo con sabor mas dulce. Por lo tanto, mejoraba el
sabor de las bayas finales obtenidas. Por ultimo, hay que comentar que la cantidad de
azlcar es importante en enologia, dado que sera la cantidad de grado alcohdlico que
tendrala bebida final. Las caracteristicas actuales, provocadas por el cambio climatico,
hacen que las uvas tengan una mayor cantidad de azlcar. Hay que afiadir que, durante
las diferentes civilizaciones, los rasgos fueron variando segun las diferentes culturas.

En la conservacion de germoplasma, con vistas a su utilizacion, es vital documentar el
origen de las variedades cultivadas, asi como la diversidad que contienen y las
relaciones filogenéticas que presentan con sus ancestros silvestres. Sin embargo, en el
caso de la vid, no existen registros documentales sobre estos aspectos, por lo que
resultan muy necesarios los estudios basados en las caracteristicas genéticas del ADN
los microsatélites y las diferencias del ADN cloroplastico. Entre estos estudios hay dos
el de Arroyo, 2006 y el de Myles, 2011 que merecen unaatencion particular.

Se ha comprobado (Mylesetal., 2011) que las relaciones filogenéticas entre variedades
de uva mesa son mas cercanas entre si, con respecto a variedades utilizadas en
elaboracion de vino. En términos de porcentaje esto corresponde aun 89,3% de todas
las variedades. En cuanto a diferentes regiones solo el 6,1% de los cultivares del este
tienen conexiones con los cultivares del oeste. En la muestra obtenida, los autores
descubrieron que el 74,8% de los cultivares estdn emparentados con al menos un
cultivar en relaciones de primer grado.

Con este andlisis con microsatélites se pudo identificar ocho clorotipos diferentes, pero
realmente hubo cuatro clorotipos que superaban el 5% de frecuencia. A estos se les
denomind con las letras A; B; C y D. De estos clorotipos los mas abundantes fueron el
A, el By el D enlas muestras de “Vitis vinifera ssp sylvestris”y el A, el Cy el D en las
muestras de “Vitis vinifera sativa”. El clorotipo A teniael doble de presenciaen las uvas
dedicadas a la elaboracion de vino y en uva de mesa, mientras que el clorotipo C tuvo
el doble de frecuenciaen uva de mesa. Los clorotipos B y D tuvieron presencias
similares tanto en uva de mesa como en uva para elaboracién de vino (Arroyo-Garcia et
al., 2006).

Las relaciones de los clorotipos se estudiaron en un modelo de red de Jakobsen y
Easteal, descrito en lafigura 3 (Arroyo-Garciaet al., 2006). Los resultados indican que
los clorotipos con unamayor frecuencia corresponden atres descendencias principaes
de “Vitis vinifera ssp sativa” (A, C y D). En el diagrama el clorotipo B se coloca en una
posicién central; los clorotipos G y H mostraron fuertes relaciones de proximidad con el
clorotipo A, mientras que el clorotipo E estaba muy relacionado con el clorotipo D,y muy
poco relacionado con los clorotipos asociados al clorotipo A. El clorotipo F se acercaen
las caracteristicas al clorotipo B que como tiene relaciones intermedias con el resto
puede considerarse como el clorotipo ancestral de “Vitis vinifera”.
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EVALUACION DEL GERMOPLASMA DE VID PARA SU CONSERVACION

Figura 3: Diagrama de relaciones aproximadas de los clorotipos encontrados en vid. El
tamaro de los circulos es proporcional ala frecuencia encontrada en la muestra global
(Arroyo-Garciaet al., 2006).

En la Figura 4 podemos observar la distribucion geogréfica de los ocho clorotipos
distintos descritos en vid. En ella podemos ver que en la peninsula Ibéricael clorotipo
predominante es el A, como también lo es en el vifiedo centro europeo. En oriente
medio, por el contrario, no se han descrito variedades con clorotipo A, siendo
predominante el clorotipo C. Oriente préximo es la Unica zona geografica con los
clorotipos menos frecuentes, que son el F, el Gy el H. Estos resultados cuadran con la
hipotesis actual de que la peninsulade Anatolia y la zona Transcaucasica fueron los
primeros centros de domesticacion de lavid.

- Eastern Europe
Commiluone 2o

——— c'_u:um o =
|l>‘?r§=’\ L 4 2 - -= Balkanse
s ~ e
Norinerm Atrce

v

Vil

388 s8 26 27 a 132 29

Hr=SD 0.1320.05 0032001 0.43:2005 0.34:005 0 40+0.08 0361005 0442009
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(=1 CEU TP NAF
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106 75 60
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Fig. 4: Distribucién de clorotipos en grupos de poblaciones silvestres y “Vitis vinifera
subs sativa”. Los fragmentos negros del diagrama no sefalan poblaciones especificas
de vid silvestre, pero si zonas donde se ha recolectado muestras. El asterisco indica
qgue la localizacion especifica de la coleccién en el &rea se desconoce. La imagen
muestra los valores imparciales de clorotipos y el nUmero de poblacién considerado
(Arroyo-Garciaetal., 2006).
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EVALUACION DEL GERMOPLASMA DE VID PARA SU CONSERVACION

Por un lado muchas de estas actuales variedades, utilizadas en distintas zonas durante
largos periodos de tiempo, actualmente ya no se cultivan o sélo se utilizan de forma
residual, por no estar bien adaptadas a las condiciones y necesidades actuales (Biasi &
Brunori, 2015). Esto provoca una fuerte erosion genética, que es la pérdida de
diversidad de vid, lo que implica una pérdida del patrimonio viticola heredado alo largo
de los afios (Prado Villar & Martinez de Toda Fernandez, 2018). Originalmente, la vid
silvestre (“Vitis vinifera ssp sylvestris”) tenia una distribucion restringida alo largo de la
cuenca mediterranea, como se indica en la Figura 5. En Espafa ha habido distintas
prospecciones enbuscade restos de vid silvestre, para asi poder encontrar material util
y restos que nos sirvan como ayuda en el entendimiento del desarrollo de la vid a lo
largo de los afios. Estas prospecciones se llevan a cabo, para intentar hallar restos de
poblaciones silvestres; determinar su posible extensién territorial; caracterizar los
ejemplares y registrar los peligros en los que se ve expuesta. Con estas diferentes
prospecciones, Jiménez y Ocete en 2017 ampliaron el mapa de las zonas de Espafia
en donde aln se encuentran poblaciones de vid silvetre (Figura 6) (Prado Villar &
Martinez de Toda Fernandez, 2018).

Este escenario hace que sea muy necesario recurrir alas vides silvestres, que pueden
ser una interesante reserva de genes de interés. En general, se trata de poblaciones
residuales que se suelen encontrar cercade zonas humedas como la riberade los rios
0 bosques cercanos. Como yaindicamos mas arriba (Tabla 1), estasubespecie silvestre
difiere de las viniferas domesticadas en la formade las semillas, que suelen tener un
aspecto redondeado, con un pico casi inexistente. Por el contrario, en la vinifera
domesticada adquieren formas ovoides o elongadas, y con un pico bastante notable.
Estos rasgos nos permiten asi diferenciar las variedades silvestres de las domesticadas
en las prospeccionesrealizadas en busca de germoplasma con fines de conservacion
(Pagnoux et al., 2021). Ademas, y aunque no es el objetivo principal de estas
prospecciones, pueden ayudar a recuperar variedades. Un ejemplo de esto es la
recuperacion de cuarentay cinco variedades minoritarias en La Rioja, que actualmente
se encuentran almacenadas en el banco de germoplasma La Grajera (La Rioja), como
resultado de un proyecto que comenzé en 1988. Cabe afiadir que en las prospecciones
que se llevaron a cabo durante dicho proyecto, se encontraron dos genotipos que no
han podido identificarse en las bases de datos europeas y espafnolas. Esto refuerzala
importancia de realizar proyectos de recuperacion y conservacion (Baldaet al., 2014).

Fig. 5. Mapa de distribucién de “Vitis vinifera ssp sylvestris”tras la Gltima expansion
postglacial en el ambito del Mediterraneo y Oriente Proximo, segun Zohary y Spiegel-
Roy, 1975 (Ocete et al., 2007).
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EVALUACION DEL GERMOPLASMA DE VID PARA SU CONSERVACION

Figura 6: Provincias de Espafia( en morado) con restos de vides silvestres encontrados
en Espafa (Jiménez & Ocete, 2017).

Las primeras colecciones de germoplasma con fines de conservacion se realizaron tras
la gran pérdida de material genético provocada por lallegada a Espafia de la filoxeraen
1878, un insecto proveniente de vifiedos americanos. Anteriormente solo existian
algunas colecciones de vides que tenian como fin el estudio de la vid. Estas colecciones,
han constituido el germen del banco de germoplasma de “El Encin”
(www.madrid.org/coleccionvidencin), que actualmente es el banco de germoplasma
mas importante de Espafia, y posteriormente el banco de germoplasmade “Rancho de
la Merced’(IFAPA) ( En Jerez de la Frontera)
(https://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypescal/ifapa/web/) (Baldaetal., 2014), que
son los dos bancos de germoplasma més importantes de Espafia.

En general, para la conservacion de germoplasma vegetal se utilizan las semillas. Sin
embargo, enla vid al ser una planta lefiosa y muy heterocigética (que presentaalelos
diferentesprocedentes de sus padres), las plantas procedentes de semillano mantienen
las caracteristicas de los progenitores. Por consiguiente, el germoplasmade vid se debe
conservar en forma de planta viva, generalmente en parcelas de conservacion, que
constituyen los bancos de germoplasma (Dal Bosco et al., 2015) .Su mantenimiento
resulta caro y costoso. Por eso, en los Ultimos afos, se estan desarrollando nuevas
estrategias mas baratas y seguras, como la conservacion de plantas en camaras de
cultivoin vitro, con unas condiciones ambientales adecuadas, o de embriones somaticos
en congeladores.

3. JUSTIFICACION

La vid es uno de los cultivos frutales mas importantes econémicamente hablando.
Ademas, posee gran valor de variabilidad genética debido a que la uva se lleva
utilizando desde milenios, y con el paso del tiempo se han ido creando cultivares
adaptados a diferentes caracteristicas, ya sean tipos de suelo o diferentes
climatoldgicas, que merece la penaconservar.

Debemos conservar la vid puesto que estaexpuestaa agentes que causan pérdidade
diversidad, como el oidio (“Uncinula necator”) o el mildiu (“Plasmopara viticola”). Todas

9/ 28

Miguel Mufioz Cantera
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID - CAMPUS DE PALENCIA
Grado en enologia


http://www.madrid.org/coleccionvidencin
https://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/ifapa/web/

EVALUACION DEL GERMOPLASMA DE VID PARA SU CONSERVACION

estas enfermedades causaron la pérdida de mucha diversidad dafiando seriamente el
cultivo de vid en millones de hectareas. Por ello se crearon lugares destinados a la
conservacion y estudio de material vegetal para su identificacion, caracterizacion y
almacenamiento. Estos lugares son los bancos de germoplasma que forman parte de
las estrategias de conservacién de plantas, no solo de vid. Los estudios a los que se
someten las plantas de los bancos de germoplasma se han incrementado, gracias al
desarrollo de la biologia molecular de plantas, que ha permitido utilizar sofisticadas
técnicas para la caracterizacion del germoplasma y para documentar el origen, la
diversidad y la distribucion de las poblaciones silvestres y de los cultivares.

Ademas de los peligros provocados por microorganismos e insectos, también es
importante destacar que la globalizacién de los mercadosy el uso de variedades muy
conocidas, junto a los efectos adversos provocados por el cambio climatico, afectan de
manera perjudicial al presente y futuro de muchas variedades que pueden ser utiles.

La pérdida de diversidad de vid es un tema que ademas de preocupar a los
investigadores, también preocupaa la sociedad. Encontramos articulos como el del pais
escrito por Antonio Castillo en 1990 sobre el descubrimiento de vid en el valle del Ronca
en Navarra, en el que un grupo de ingenieros riojanos explicaron los hallazgos que se
habian encontrado un afio anterior a la fechade publicacion del articulo. Estos hallazgos
consistian en el descubrimiento de variedades de vid silvestre, y vivencias de los
habitantes de aquella zona en las que contaban que ya antes se consumian las bayas
de las vides encontradas, teniendo naturaleza amarga y bayas pequefias, sirviendo
como alimento en tiempos de penurias. En la Figura 5 se muestra la distribucién de la
vid silvestre en Europadespués de la tltima glaciacion.

4.0BJETIVOS

El objetivo de estarevision bibliogréaficaes

- Revisar las estrategias para documentar la variabilidad genéticade las vides
silvestres y cultivadas

- Revisar las estrategias de conservacion mas habitualesy las alternativas
actualmente disponibles.

5.METODOS Y MATERIALES

5.1 Busqueda y recopilacion de informacion

Esta revision bibliogréfica ha sido elaborada con informacion recopilada de buscadores
académicos, tales como, Web of Science (WOS), anteriormente conocido como Web of
Knowgledge (WOK), science direct o reserchgate, entre otros.

La informacion hallada se ha obtenido de articulos cientificos recogidos en el SCI,
teniendo en cuenta diversos criterios de inclusion y exclusién, con el fin de seleccionar
aquellos articulos mas adecuados en relacion con el tema tratado en este trabajo.

Como criterios de inclusion se tuvo en consideracion el idioma de los articulos
(castellano o inglés), eliminando muchos otros por estar en otros idiomas. Finalmente,
también se hatenido en cuentalafechade publicacion de estos, siempre de los ltimos
veinte afios, aunque ello no ha sido el motivo principal, ya que se cuentacon informacion
actualmente reciente en este aspecto.

El criterio de exclusion establecido fue para las lecturas en otros idiomas (frances,
portugués...)y publicaciones con fechas muy antiguas.
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Para la busqueda de informacion se han utilizado las palabras que hemos considerado
clave con respecto a este trabajo, tanto en inglés como en castellano, con el fin de
optimizar la bausquedayy filtrar lainformacién obtenida. Como he dicho anteriormente en
la justificacion de este trabajo, también se han encontrado y utilizado algunos articulos
de divulgacion periodistica.

5.2 Elaboracién de la revision bibliogréfica
Cuando ya he recopilado toda la informacion he clasificado los articulos segun el tema
abordado en cada uno de ellos, 0 segun el contenido tratado en el resumen.

Con ello he clasificado la informacién en estas categorias:

e Articulos sobre erosion genéticay amenazas sobre la diversidad de la vid.
e Articulos sobre conservacion de germoplasmade vid.
e Articulos sobre estrategias de recuperacion de lavid.

La presente revision bibliografica se ha realizado siguiendo las normas recogidas en el
documento “Normas de Estilo y Formato de TFG Enologia” asi como, en la nueva
propuesta aprobada por laJuntade Centro y el Comité del Grado de Enologia que entré
en vigor en el curso 2018/2019, en formato de “Normas de Revisién bibliografica para
Enologia”.

Los articulos hallados tienen fechas de publicacion relativamente recientes, siendo por
los general situados en un rango del afio 2000 al 2020, si bien hay alguno algo anterior.
En todos los casos he combinado lainformacion de distintas fuentes, teniendo en cuenta
la fecha de publicacion y en el caso de que coincida la informacion he tomado la
publicacién mas reciente.

6.REVISION DE PUBLICACIONES

6.1 Riesgos y amenazas de la diversidad en vid

6.1.1 Riesgos abiéticos: Cambio climético

El clima es una variable para tener en cuenta en el cultivo de vid. Tiene un papel muy
importante en el “terroir”, concepto de origen francés, que trata de poner en valor las
caracteristicas tanto climaticas como edafologicas de una region vitivinicola
determinada. El clima influye en la fisiologia de la planta, lo que afecta tanto a los
rendimientos posibles (Kg uva / ha) como la composicion de las bayas, entre otros
factores. Es evidente, que, en las ultimas décadas, se han observado cambios en la
composicion de las bayas, debido a cambios en las condiciones atmosféricas, que
alteran las distintas fases o estados fenolégicos que sufre la planta. Estos cambios, se
pueden observar a corto plazo: como ya he dicho, las condiciones atmosféricas regulan
los distintos procesos de lavid, siendo particularmente importantes las temperaturas, la
intensidad de radiacion activa y los niveles de agua disponible. Con ello podemos
predecir los rendimientos en la época de vendimia. A largo plazo vemos que estos
parametros, que han afectado durante décadas a las distintas localidades, han definido
la adecuacion de unas variedades u otras (Santos et al., 2020).

La temperatura influye en muchas etapas del desarrollo de la vid: temperaturas por
debajo de 13°C suelen darse en periodo de maduracién en zonas donde las variedades
de vid desarrollan ciclos cortos con un nimero pequefio de horas de luz solar recibidas,
y con integrales térmicas limitadas. Temperaturas elevadas pueden causar estrés
hidrico y, si vienen acompanadas de condiciones de alta humedad relativa, pueden
causar enfermedades parasitarias (Santos et al., 2020).

11/28
Miguel Mufioz Cantera
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID - CAMPUS DE PALENCIA
Grado en enologia



EVALUACION DEL GERMOPLASMA DE VID PARA SU CONSERVACION

Al igual que la temperatura, el agua tiene un papel muy importante en el desarrollo de
la vid, y en el balance hidrico del suelo. Las carencias de agua en ciertos estados
fenologicos puedenllevar a un aumento de calidad de la baya, como en el envero. Si
hay mucha agua disponible habra mayor vigor en la planta, y con ello mayor cantidad
de hojas de la planta. Esto conlleva menor iluminaciéon en los racimos al igual que
pueden desencadenar mayor riesgos de enfermedades (Santos et al., 2020).

La radiaciéon solar es fundamental para la realizacion de la fotosintesis. Esta radiacion
da lugar a la sintesis y acumulacién de azucar y a otros compuestos que influyen en las
caracteristicas organolépticas de las uvas, y por consiguiente en el vino producido. La
planta en regiones de baja radiacion solar contrapone las bajas concentraciones con
doseles ampliamente extendidos, y con ello se optimiza la cantidad de radiacién
recibida. Esto conlleva una mayor demanda hidrica. Altas concentraciones de radiacion
haran que la planta disminuya la cantidad de vegetacion expuesta para asi evitar
posibles quemaduras y asurados, y concentraciones mas bajas de azlcares y otros
compuestos organicos como los antocianos, o la degradacion de acidos orgénicos
(Santos et al., 2020).

Estos parametros potencialmente adelantaran la fechade maduracion. Las bayas, en
algunas zonas, contaran con mayor grado alcoholico, lo que supone un desafio para
tener en cuenta en la elaboracion de vinos de calidad. El histérico de temperaturas
muestra la tendencia global de que en las principales regiones vitivinicolas la
temperatura media ha aumentado 1,3°C entre 1950y 1999y 1,7 entre 1999 y 2004.
Pero todos estos cambios no son negativos en todas partes. En algunas zonas puede
tener efectos favorables paralaviticultura. Pueden aparecer nuevas zonas de cultivo de
vid que antes no tenian las caracteristicas idoneas para ello. Las zonas del sur de
Europa van a experimentar una bajada de su idoneidad en el cultivo de vid; menor
produccion de biomasa, y rendimientos méas bajos, debido a condiciones de extrema
sequia. Esto conllevaramas gasto en la implementacion de nuevos sistemas de riego y
medidas méas eficientes en el uso de agua. Actualmente la vid se cultiva entre los
paralelos de 50° LN y 40 ° LS. Se prevé, segun los posibles escenarios climaticos
estudiados en una serie de modelos, que el cultivo de la vid se extiendahasta el paralelo
55°LN. Los efectos de sequia pueden verse compensados en parte en el rendimiento y
en los indices de area foliar en Europa central y el norte, con la cantidad de CO:2
atmosférico (Santos et al., 2020).

Segun el informe de negocio de Pro Wein de 2019, es necesario que se apliquen
medidas para intentar paliar o ajustar los cambios que se van a producir en el futuro. En
algunas zonas se esta empezando a plantar vifiedo en altitudes que con las condiciones
anteriores era impensable. En otras zonas se estan produciendo traslados de plantas
de zonas calientes a zonas mas frias, dado que, con las condiciones actuales y futuras
las hacen mas idoneas para aquellas zonas. A corto plazo las medidas se centran en
prevenir amenazas especificas. Estas medidas se deben centrar en cambios en las
préacticas culturales. En cuanto a las medidas a medio plazo, nos podemos centrar en
posponer la maduracion. Existen muchos articulos que hablan de técnicas pararetrasar
la maduracién. Por ejemplo, cambios en la morfologia del dosel, acortando la superficie
foliar parareducir el consumo hidrico, o el aclareo de hojas cercadel racimo, mejorando
asi la iluminacién recibida. Estas técnicas no son medidas Unicas que sirvan para todas
las regiones. En cada zona existiran unas medidas que beneficien y otras que
perjudiquen (Santos et al., 2020).

Contralas olas de calor extremas y las mayores cantidades de radiacion solar recibidas,
se plantea el uso de compuestos como el caolin y redes oscuras. Estas redes y laarcilla
caolin hacen que gran parte de la radiacion se refleje y no cause problemas de
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guemaduras a las plantas (Glenn et al, 2003). En algunas variedades la aplicacion de
caolin no solo mejora la reflectanciade radiacién, sino que afecta a la produccién de
metabolitos secundarios y produce compuestos de interés organoléptico. Todo esto
resulta interesante y es un desafio mas para poderse utilizar en la produccion de
diferentes tipos de vino de calidad, con mayor color y perfil aromético (Santos et al.,
2020).

Otramedida que deberé utilizarse contralas olas de calor es el uso de riego, cuando las
condiciones hidricas sean desfavorables. En zonas del sur de Europa, esta practica
deberia ser muy utilizada porque las olas de calor extremo seran més frecuentes. Para
el uso de irrigacion, en muchas zonas, deberan producirse cambios, en lanormativa de
regulaciéon de las practicas permitidas en las Denominaciones de Origen que se vean
afectadas en el futuro. Las olas de calor conllevan mayor evapotranspiracion, por lo que
habra mayor carencia de agua en las plantas. Hay variedades que debido a que sus
hojas adultas presentan mayor cantidad de tricomas, conocidos como pelos, esta
caracteristicales sirve como herramienta de ayuda para paliar dicha pérdida. Por lo que
conviene conservar este rasgo para la obtencion de nuevas variedades que sean
capaces de resistir los efectos adversos del cambio climatico (Sancho-Galan et al.,
2020).

6.1.2 Riesgos bidticos: Enfermedades, parasitos y virus

Otra amenaza que tiene la vid son las enfermedadesy los parasitos. Las condiciones
climaticas que muy probablemente se den en un futuro, aumentaran los riesgos de
enfermedades en vid. La mayor incidencia de enfermedades, o insectos en el vifiedo,
como la polilla de la vid, requeriran mayor control y monitorizacién de poblaciones. El
uso de mayores cantidades de fitosanitarios esta fuertemente desaconsejado, como
medida de control, ya que estos causan gran impacto ambiental (Santos et al., 2020).

Para reducir la posible contaminacién ambiental, causada por el uso de productos
quimicos, se estan desarrollando variedades resistentes a patdgenos. Hay indicios de
gue existen genes de resistencia contra oidio y mildiu en las distintas especies de Vitis.
Recientemente se ha hecho una revision sobre los distintos factores genéticos
identificados en las distintas especies del género Vitis, que podrian ser interesantes para
controlar estas dos enfermedades (Merdinoglu, Schneider, Prado, Wiedemann-
Merdinoglu, & Mestre, 2018). Los factores genéticos son elementos genéticos que
pueden dar lugar a una respuesta contra una amenaza, o0 una predisposicion a
desarrollar una enfermedad. En el mismo articulo se describe que algunas de estas
resistencias son totales (como es el caso de la “Vitis rotundifolia” que es totalmente
resistente a mildiu y oidio), pero en la mayoria de los casos, se trata de resistencias
parciales, que no cubren alas cepas méas agresivas. El detalle de estas resistencias se
recoge enlaTabla 2.

Como se puede apreciar en la Tabla 2, la mayoria de los genes identificados se han
publicado en los dltimos 15-20 afios y se han localizado en distintos cromosomas.
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Tabla 2: Relacién de los factores genéticos de resistencia a oidio y mildiu encontrados en
diferentes especies de vid (Merdinoglu et al., 2018).

Factor Controlled Origin Chromosome Resistance level Reference
disease of resistance

Rpvl Downy mildew 7 rotundifolia 12 High Merdinoglu er al., 2003
Rpv2 Downy mildew 7 romndifolia 18 Total Wiedemann-Merdinoglu er al., 2006
Rpv3 Downy mildew I rupesiris 18 Partial Bellin er al., 2009; Welter er al., 2007
Rpvd Downy mildew  American Firis 4 Weak Welter er al., 2007
Rpvs Downy mildew V. riparia 9 Weak Marguerit ef al., 2009
Rpv Downy mildew V. riparia 12 Weak Marguerit er al., 2009
Rpv7 Downy mildew  American Firis 7 Weak Bellin et al., 2009
Rpv8 Downy mildew V. amurensis 14 High Blasi er al., 2011
Rpv9 Downy mildew V. riparia 7 Weak Moreira ef al_, 2011
RpvI0 Downy mildew V. amurensis 9 High Schwander ef al., 2012
Rpvll Downy mildew  American Fitis 5 Weak Fischer ef al., 2004
Rpvi2 Downy mildew V. amurensis 14 High Venuti ef ai, 2013
Rpvi3 Downy mildew V. riparia 12 Weak Moreira et al., 2011
Rpvi4 Downy mildew V. cinerea 5 - Ochssner et al., 2016
Runl Powdery mildew I rotundifolia 12 Total Pauquet et al., 2001
Run 2.1 Powdery mildew I rorundifolia 18 Partial Riaz er al., 2011
Run 2.2 Powdery mildew V. rorundifolia 18 Partial Riaz et al , 2011
Renl Powdery mildew V. vinifera 13 Partial Hoffmann et al., 2008
Ren2 Powdery mildew V. cinerea 14 Partial Dalbd et al., 2000
Ren3 Powdery mildew  American Fitis 15 Partial Welter er al_, 2007
Rend Powdery mildew V. romanetii 18 Partial Riaz et al, 2011
Rens Powdery mildew I rorundifolia 14 Total Blanc er al., 2012
Rent Powdery mildew V. piasezkii 9 Total Pap er al., 2016
Ren7 Powdery mildew I piasezkii 19 Partial Pap et al., 2016
Ren8 Powdery mildew  American Fitis 18 Partial Zypnan e al., 2016

Los virus son otro factor importante que preocupa alos cultivadores, y estan en la base
de unaparte de la erosion genética, debido a que provocan enfermedades muy dificiles
de erradicar. Asi, las plantas infectadas suelen eliminarse de los programas de seleccion
clonal y salen de los catalogos de clones y variedades disponibles para la viticultura.

Actualmente el control de enfermedades provocadas por virus o fitoplasmas se centran
tanto en medidas profilacticas como en practicas culturales. Los programas de
certificacion intentan reducir laincidencia de los virus, buscando reducir las poblaciones
de insectos vectores a niveles en los que su poblacién sea inocua para los vifiedos. El
peligro que tienen los virus se debe a que codifican los mecanismos de defensa natura
de las plantas, provocando la encriptacion de proteinas del ARN, causando asi un
silenciamiento genético. Dado que los genes encargados de la respuesta frente a
amenazas han sido modificados. En el afio 2005 Voinnety otros autores trabajaron més
profundamente en la explicacion de los mecanismos de respuestafrente a ataques de
microorganismos (Laimer et al., 2009).

Las técnicas de clonacion y cribado dan forma al conocimiento del viroma completo,
gracias a la informacion de la secuenciade dicho virus. Con estainformacion se pueden
identificar nuevos virus causantes de enfermedades, de las que aiun no hay mucha
informacion disponible. Se detalla las variantes dominantes de las especies de virus y
se indican la frecuencia en la que se dan en el material vegetal. La informacion que
aportan los datos podra ayudar al desarrollo de ensayos de diagnésticos mas precisos.
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En este articulo los autores hablan del virus de decaimiento de Shyraz evaluado con las
nuevas técnicas y de otros virus como el provocado por “Liatris spicata” en la patata
dulce. Estos estudios realizados sefialan ademas la importancia de la gran utilidad de
las tecnologias de nueva secuenciacion y del enfoque de la metagen6mica para
identificar virus conocidosy otros nuevos aun desconocidos (Coetzee et al., 2010).

Las pruebasELISA o laPCR atiemporeal tienen gran precision en ladeteccion de virus.
Pero no siempre son capaces de detectar las variantes del posible virus. Por tanto, se
han desarrollado nuevas tecnologias mas poderosas, que son aptas para la
secuenciacion de diversos virus, evitando el paso de la realizacion de purificaciones de
la muestra. Este proceso que alargala duracién de la deteccién, lo que conlleva mayor
carga de trabajo. Ademas al evitarse este paso se ahorran costes, por lo que se puede
utilizar el presupuesto paraotras tareas (Coetzee et al., 2010)

El virus del entrenudo corto infeccioso es lamayor enfermedad causada por un virus en
el ambito de la vid. Esta enfermedad se transmite por los insectos de las especies
“Xiphinema index”y “Xiphinema italie” que actian como vectores de la enfermedad.
Este virus provoca malformaciones en las hojas y causa grandes pérdidas econdémicas
al reducir la calidad de la uva. Un ejemplo claro del perjuicio de dicho virus se da en el
vifiedo francés, donde se estima una pérdidaanual de 1,5 billones de délares (Laimer
etal., 2009).

6.2 Origen de la diversidad genética de vid y su manejo historico

La diversidad es un factor que tiene bastante importancia en las vides silvestres. El flujo
de genes puede afectar a las poblaciones, haciendo que esas poblaciones se dirijan a
su extinciéon (Di Vecchi-Staraz et al., 2009). El flujo de genes es un factor que obtuvo
mucha importanciaen los afios 90 y comienzos del 2000. Los riesgos derivados de este
flujo se vuelven més peligrosos en aquellas pequefias poblaciones donde las invasiones
de polen procedente de otras especies las hace vulnerables a su decrecimiento
(Elistrand 2003). Segun dijo Storfer en 1999 y después corroboraron Keller y Waller en
el 2002 y méas tarde Bailey y McCauley en el 2006, un flujo moderado puede ser
beneficioso y puede ayudar al mantenimiento de la variacion genéticay asi restringir la
pérdida de variedades aut6ctonas. También la globalizacion de las compafias mas
grandesdel sectory la globalizacién del mercado, al implantar bodegas de su compafia
en diferentes paises hace que prevalezca el cultivo de variedades como Chardonnay,
Cabernet Sauvignon y Syrah, esto provoca erosion genética y suscita la pérdida de
variedades autéctonas menos conocidas pero que también pueden tener interés
enoldgico, o servir como reservorio genético para ser utilizado por los investigadores (Di
Vecchi-Staraz et al., 2009). Podemos concluir que el flujo de polen esta interrelacionado
con la distancia existente entre los individuos. Las distancias cercanas favorecen la
polinizacion de la vid, como también se puede observar en otras especies lefiosas con
polinizacion anemofilacomo el pino o el roble (Di Vecchi-Staraz et al., 2009).

La diversidad de haplotipos, que son combinaciones de alelos que provienen de
diferentesloci de un cromosomay son transmitidos conjuntamente, en las viniferas del
oeste del Mediterraneo es ligeramente reducida con respecto alas viniferas del este del
Mediterraneo. Asi se sugiere que lavid experiment6 unaligerareduccion de diversidad
genéticaen su expansion hacia el oeste del Mediterraneo. Estareduccion es atribuible
a la domesticacion, pero a escala del genoma estos eventos tienen un efecto mucho
mas deébil en la vid que en otras plantas cultivadas, como el tomate, y probablemente
seamucho mas débilque la del maiz, plantas en las que los efectos de ladomesticacion
son méas acusados. En el caso de la vid como ya se comenté en otros apartados estos
cambios se hicieron notar en los rasgos de la vid domesticada (Myles et al., 2011).
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La vid no ha tenido mas de 80 generaciones desarrolladas por multiplicacion sexua
entre parientes silvestres y los cultivares domésticos segun Arroyo-Garcia en 2006.
Estas posibles afirmaciones pueden explicarse, ya que, en muchos cultivares se tiene
el conocimiento suficiente para poder datar su origen miles de afios atras (Barnaud,
Laucou, This, Lacombe, & Doligez, 2010).

6.3 Estrategias de conservacion

Existen dos tipos de conservacion, un método es in situ que en el caso de la vid no se
utiliza porque depende de cultivarlaen su lugar de origen, y debido a diferentes aspectos
no se puede mantener exactamente igual. La proteccién de los habitats es una
herramienta de conservacion in situ, y es lo mas efectivo. El segundo método y el mas
utilizado en vid es el método de conservacion ex situ. Las técnicas ex situ son un
componente esencial en los programas de conservaciony deben de complementarse
en estos programas (Conway, 1988; Ashton, 1987). Las técnicas de conservacion ex
situ se llevan a cabo lejos del habitat donde se ha originado su desarrollo. Para la
conservacion ex situ se necesita disponer de unamuestrarepresentativade la especie
a conservar. Mediante estatécnica podemos controlar totalmente el material y disponer
de él cuando sea preciso, y poder utilizarlo posteriormente en programas de mejora
genéticao en programas de conocimiento de dicha variedad concreta. Para realizar las
técnicas de conservacion ex situ se necesitan de dos componentesindispensables. Uno
es el almacenamiento de dicho germoplasma y dos las diversas estrategias de
propagacion. Para poder almacenar el germoplasma adecuadamente se deben utilizar
otros elementos también relevantes como la documentacién y la caracterizacion del
germoplasma almacenado (Alegria, 2001).

6.3.1 ¢Cuando, comoy por qué de los bancos?

La conservacion de vid comenz6 hace muchos siglos, al principio de la viticultura,
cuando se seleccionaron los mejores rasgos de las vides, segun los criterios del
momento. Estos rasgos, que hacen posible la mejora del cultivo, pueden depender del
material disponible en los bancos de germoplasma, como recursos genéticos a utilizar.
Este material vegetal. podrafavorecer el desarrollo de mecanismos de defensa, frente
a efectos adversos que puedan acontecer, o los que ya existen (Prado Villar & Martinez
de Toda Fernandez, 2018). Estos centros de conservacion proveen a los agricultores
germoplasma correctamente identificado, para que, en caso de existencia de
problemas, se pueda volver a recolectar dicho germoplasma desde el campo
(FAO,2014). En laconservacion de uva, tiene que haber una conservacion de especies,
tanto domesticadas como las especies salvajes. La conservacion de germoplasma de
vid necesita de métodos ex situ e in situ, tanto en bancos de germoplasma como, la
conservacion de tejidos en laboratorio. Con la recoleccion de germoplasma se garantiza
la disponibilidad de material vegetal para multiplicar , y, con ello, generar, mas individuos
de una misma variedad (Mwamahonje et al., 2020).

La conservacion de la variabilidad genética es una herramienta muy importante para
asegurar la viticultura durante mas afios y para que la especie no se extinga, por el
cambio climatico y otras razones. Gran parte de la diversidad genética se cre6 de forma
natural y fue desarrollandose a lo largo de los siglos. Para las estrategias de
conservacion, se debe discernir lo que se debe conservar. La conservacion debe
contener una muestra representativa de diversidad, dentro de las variedades
autéctonas. La muestra tiene que contener un tamafio adecuado, de acuerdo con la
region. Los mismos autores de este articulo hablan en un articulo de 2012 sobre la
existencia de un minimo de 70 genotipos por cada region. Las variedades debido a la
globalizacion existente ya se cultivan en varias regiones por lo que el tamafio de
muestras mas utilizado es de 400 o mas genotipos. Esta estrategia es utilizada en el
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banco portugués de germoplasma PORVID. La conservacion la realizan en dos
procesos; uno que es la conservacion sin otros objetivos inmediatos, y el segundo que
es para afianzar esos rasgos importantes, como laresistenciaa la sequia. Para el primer
meétodo de conservacion, se usan macetas Unicas por genotipo. El segundo método
utiliza la plantacién en campo de pruebas. El objetivo de estas pruebas era desarrollar
un método de conservaciébn que sirva como guia para futuros procedimientos
experimentales (Goncgalves & Martins, 2019).

La biodiversidad y el paisaje son dos rasgos estrechamente ligados, la pérdida de estos
dos rasgos en la agricultura tradicional implican la erosion de germoplasma local
estimable. La conservacion en las fincas de cultivares locales, asegura la continuidad
de las interacciones del entorno con el genotipo. A la vez de proteger los recursos
genéticos en peligro de extincién, hay que considerar el proceso de determinacion del
genotipoy prediccién delfenotipo,junto ala caracterizacion de los paisajes relacionados
(Brunorietal., 2015).

Los programas de restauracion y replantado de variedades usando estrategias de
conservacion ex situ, tienen que estar distribuidos en tres grupos segun el dendrograma
de grupos distribuidos por region geografica. El problemade estas estrategias ex situ,
es que las plantas no evolucionan en condiciones naturales en campo. Pero las
estrategias in situ, por el contrario, si que consiguen desarrollarse. Asi pues, en estas
zonas es mejor utilizar estrategias de mantenimiento del germoplasma en sus habitats
naturales de desarrollo. En este articulo se llegd a la conclusién de que en Oriente
Medio, hay mayor diversidad genética que en la cuenca del mediterraneo donde se
realizaron los segundos eventos de domesticacion de lavid (Doulati-Baneh et al., 2015)

La caracterizaciéon del germoplasma autéctono es esencial para prevenir la erosion
genética de recursos, tanto como la pérdida de productos enolégicos locales
fuertemente ligados al territorio. Ademas el conocimiento de la distribucion espacial de
la biodiversidad local dentro del territorio puede proveer informacion a la vez que
conocimiento del grado de riesgo de erosion (Brunori et al., 2015).

Los microsatélites o SSR son herramientas utilizadas en la correcta identificacion y
caracterizacion de las variedades para mantener los recursos genéticos. Esta
herramienta nos permite separar los casos de homonimias y sinonimias y asi poder
clasificar correctamente el germoplasma; estudiar las relaciones filogenéticas de las
variedadesy ser posteriormente utilizado (Kui, Tang, Duan, Wang, & Dong, 2020). Estas
herramientas pueden ser utilizadas en diagndsticos de virus de los que no hay
conocimiento y asi se pueden entender un poco mas las enfermedades causadas por
estos virus (Coetzee et al., 2010). El proceso de deteccién del genotipo de ADN
mediante el uso de marcadores moleculares de microsatélite, es considerado por
muchos autores como la mejor herramienta para la identificacién y caracterizacion de
los cultivares (Moreno-Sanz et al., 2011) .

Las colecciones de plantas estan formadas por los jardines botanicos como las
colecciones de planta en campo, esta forma es la tradicional en los métodos de
conservacion ex situ, Ya en la antigiedad se empezaron a formar colecciones de
diferentes plantas. Pero no fue hasta que las antiguas potencias coloniales no crearon
sus jardines botanicos repartidos por sus colonias. De esta forma paises como Espafia
trajeron el cacao o el tomate, por ejemplo, a la Peninsula Ibérica. Actualmente hay
alrededor de 1.500 jardines botanicos, aunque para la vid, no son los lugares mas
utilizados. Estos jardines presentan el problema del soporte financiero. En paises
tropicales, que son grandes refugios de diversas especies, elnimero de jardines es muy
reducido (Alegria, 2001).
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Los bancos de germoplasma se dividen en:

bancos de cultivo in vitro

bancos de polen

bancos de genes o bancos de ADN
bancos de semillas

Sabemos que para la vid los bancos de semillas no se usan, pero son un centro de
conservacion muy utilizado en otras especies vegetales. Para la conservacion de
semillas, segun decian Maxted y otros autores en 1997, no se necesitan de grandes
estructuras; es una alternativa econémica en términos de gastos de mantenimiento, y
personal necesario. Dado el pequefio tamafio de las semillas, los espacios pequefios,
pueden albergar una gran capacidad de semillas con gran diversidad genética. Las
semillas cuentan con la propiedad de mantenerse en el tiempo de formanatural y por si
mismas. Pueden permanecer viables durante largos periodos de tiempo (Alegria, 2001).

Las semillas las podemos clasificar como ortodoxas o tolerantes a la desecacion,
cuando son capaces de ser viables tras perder el 90 0 95%de su contenido en humedad,
o como las semillas recalcitrantes que son aquellas que pierden su viabilidad cuando se
guedan en el limite de 12 a 30% de humedad. Las semillas ortodoxas se almacenan en
los bancos de semillas convencionales abaja temperatura. Las recalcitrantes no pueden
almacenarse asi. Las encontramos en especies acudticas o0 de plantas tropicales
(Alegria, 2001).

En ciertas especies surgen problemas de propagacion y conservacion, lo que hace que
los bancos de semillas no sean una solucién para su conservacion, estas especies son:

a) Especies con semillas recalcitrantes.

b) Especies que no producen semilla, o semillas de baja fertilidad, o baja
produccion de polen.

c) Clonesconalto grado de heterocigosis, seleccionados por sus caracteristicas en
poblaciones naturales.

d) Especies perennes con largos ciclos de vid, y que hasta cierta edad no hay
produccion de semillas

e) Especies con muy pocos individuos en su poblacidon, que su recolecciéon
provocariadafos en la supervivenciade lapoblacion

6.3.2 Los principales bancos de germoplasma europeos

ESPANA

En Espafia tenemos el banco de germoplasma en una finca llamada El Encin
(www.madrid.org/coleccionvidencin). Este banco tuvo su origen en otro, creado en 1893
por Victor Cruz Manso de Zufigay Enrile en Haro (La Rioja). Se llamaba Estacion de
Viticulturay Enologia de Haro y contaba con trece variedades de origenriojano. En 1914
este banco se traslad6 a la comunidad de Madrid, a la localidad de Pinto donde Nicolés
Garcia de los Salmones fue director. Tras varias mudanzas, finalmente se establecio en
Alcala de Henares, donde se encuentra actualmente. Esta coleccién cuenta con 2.726
adhesiones, compuesta por 846 portainjertos; 66 Vitis ssp; 1718 variedades de “Vitis
vinifera”; 23 “Vitis vinifera sylvestris”y 71 hibridos productores directos. El nimero de
adhesiones por cada planta no es el mismo en todas las parcelas, aunque lo mas comun,
es que sean 5 individuos por cada variedad. En cuanto a archivos el edificio cuenta con
3.476 fotografias de diferentes partes de la hoja o de los racimos producidos por las
variedades a color y 441 a blanco y negro (Cabello et al., 2003).
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También se encuentra el banco de germoplasma de IFAPA (Rancho de la Merced) (
https://www.juntadeandalucia.es/agriculturaypescal/ifapa/web). Se encuentra en Jerez
de la fronteraen Cadiz. Se cre6 en 1980 en lo que era la Granja agricola creada en
1940. Esta dividida en seis parcelas donde las plantas se multiplican a razén de cinco
cepas por cada adhesion. El tamafio de la coleccién es de 2683 entradas de las que
1.376 son adhesiones; 104 portainjertos; 16 ssp; 53 hibridos productores directos; 1.064
nuevas viniferas producidas por cruzamiento y 70 adhesiones sylvestris.

FRANCIA

El CRBVIGNE (INRAE) (www6.montpellier.inrae.fr/ivassal). Nacio en 2001 como INRA,
actualmente se llama INRAE debido a que se fusion6 con el IRSTEA. El objetivo es el
comun de todoslos bancos de germoplasma, es decir, luchar contrael cambio climatico;
aumentar la seguridad de los alimentos; el uso del suelo etc...EI INRAE realmente es el
instituto de investigacion de agriculturay alimentos nacional que cuenta con dieciocho
centros distribuidos por toda Francia. El que nos interesa a nosotros es el que se
encuentraen Montpellier el CRBVIGNE. Este banco de germoplasma esta basado en la
Escuela de Montpellier fundada en 1876, pero se creé en 1949. Cuenta con 7.800
adhesiones con material vegetal proveniente de 50 paises de los que 2.700 son
variedades;1.100 hibridos interespecificos 60 especies de la familia vitaceae y 400
portainjertos: Este banco se nutre de viticultores, criaderos y distintas prospecciones por
todo el pais. Su actividad se desarrollajunto el instituto francés de la vifia y el vino. Se
eligié esta zona para su establecimiento, debido a que posee suelos arenososy con
algo de arcilla. Esto hizo que no se desarrollara la filoxeray otros nematodos como
“Xiphinema index”.

ITALIA

El CRA-VIT (https://www.crea.gov.it/en/webl/viticoltura-e-enologia) se fundd en 1923 en
Conegliano. Cuenta con 3.600 adhesiones de 45 paises. Gracias a intercambios de
material con otros bancos de germoplasma este repositorio ha ido creciendo hasta su
coleccion actual, siendo uno de los centros de conservacion mas importantes a nivel
mundial. Es una de las colecciones mas antiguas existentes y posee 20 especies
diferentesdel género vitis. La conservacion es realizada ex situ con 5 adhesiones por
planta, y algunas estan conservadas in vitro, en condiciones de desarrollo lento. A la
vez la coleccion esta dividida en otras colecciones. La mayor coleccion del banco se
encuentraen Susegana. Hay otraen Spresiano con cultivares menores propios de Italia
(Gardiman & Bavaresco, 2015)

ALEMANIA

El VIVC (www.julius-kuehn.de/en/) se cre6 en 1984 en el instituto de la vid en
Geilweilerhof. Posee alrededor de 2.300 cultivares y su objetivo es comun al resto de
bancos de germoplasma ya descritos. Este banco no posee ningun registro fotografico
de diferentes partes de las hojas o de racimos(Maul et al., 20140).

6.4 Alternativas de conservacion

Los bancos de ADN son unaalternativa que esta comenzandose a utilizar, gracias a los
avances en ingenieriagenética. Se puede utilizar en especies amenazadas o especies
ya extintas si se toman las muestras de especimenes de herbario. Unade sus ventajas
es que no se necesita mucho material vegetal para su almacenamiento. Pero por el
contrario solo se puede usar en especies 0 géneros donde su genoma ha sido
ampliamente estudiado (Alegria, 2001).
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Otros bancos que se pueden utilizar son los bancos de poleny los bancos de yemas
vegetativas. Su almacenamiento es a bajas temperaturas con el uso de técnicas de
crioconservacion, se usan para especies con los dos tipos de semillas y no requiere de
mucho espacio de almacenamiento. Estas alternativas tienen la desventaja de que el
polen tricelular resulta muy dificil de almacenar. Necesita de una coleccién en campo
complementaria y solo conservan la mitad del genoma. Los bancos de yemas se usan
en la conservacion de clones de especies frutales y requieren injerto sobre planta que
sirva como patrén (Wang et al., 1993).

6.4.1 Cultivo in vitro

La conservacion de plantas en campo tiene el inconveniente de que depende mucho de
las condiciones climaticas del lugar en donde se va a establecer, y de las enfermedades
criptogamicas de la zona. Los bancos de planta en campo necesitan de gran cantidad
de superficie paraestablecer los individuos y realizar investigacion sobre sus cualidades
potenciales. Esta herramienta es costosay se necesita de mucho tiempo, debido a que
se necesitan realizar tareas de manejo del cultivo, como la aplicacién de fungicidas
pesticidas etc... Las técnicas de conservacion in vitro han permitido desarrollar distintas
estrategias para la conservacion de germoplasma. Estas técnicas permiten la
eliminacion de microorganismos parasitos, por lo que es un buen método para la
obtencién de plantas libres de virus y enfermedades. Para la conservacion se utilizan
meristemos de las plantas y se les realizan terapias con calor y quimioterapia para la
eliminacion de los virus, después se les introduce en tubos con un medio de cultivo
determinado y se les almacena con unas condiciones controladas de humedad y
temperatura. Cuando se almacenan las plantas de esta forma surge el problema de que
las estaquillas adquieren colores amarronados, este problema se soluciona agregando
agentes antioxidantes al medio de cultivo en las primeras fases del desarrollo del
meristemo en el que se va a desarrollar dicho explantos (Dal Bosco et al., 2015).

La conservaciéon in vitro ralentiza el ritmo de crecimiento. Para conseguir esta
disminucién en las tasas de desarrollo naturales se utilizan retardantes como el Alar (B9)
o Acido abscisico (ABA), o las mismas condiciones de baja temperatura, a su vez,
provocan estas respuestas en las plantas. Cuando desciende latemperatura se guardan
reservas de lipidos en la membrana celular, lo que provoca que la membrana celular
espese porque reduce el potencial hidrico de lacélula. y con esto frenan ladivision y la
elongacion celular. Latécnica del cultivo in vitro es utilizada en muchos arboles frutaes
como técnica de almacenamiento de genotipos. Ha quedado bien establecida, por lo
gue esta claro que es un método fiable parala conservacion de frutales. Para disminuir
las tasas de crecimiento también se usan agentes osmoticos de “Drosophyllum
lusitanicum” o “Podophylum peltaum”. La conservacion de germoplasmain vitro tiene el
inconveniente de que estd mas orientada a corto o a medio plazo, ( unos 12 meses
como maximo), por lo que haria falta otra serie de técnicas mas adecuadas como la
criopreservacion o crioconservacion (Hassanen et al., 2013).

Para el cultivo de vid in vitro se deben seguir unos pasos determinados que son:
obtencién del explanto; un establecimiento del cultivo. Para ello necesitamos de un
medio de cultivo adecuado; almacenamiento bajo unas condiciones determinadas de
temperatura y humedad; y una recuperaciéon de un cultivo viable y por dltimo una
regeneracion de las plantas (Alegria, 2001).

6.4.2 Crioconservacion

El prefijo crio viene del griego Kryos que significa frio glacial. Esta técnica consiste en
afadir nitrégeno liquido a-196 °C o en vapor de nitrégeno liquido (entre -165 a-190°C)
a los explantos, para asi conservarlos a bajas temperaturas. Con esta técnica se
mantiene la integridad de los bancos de germoplasma, y se minimizan los riesgos
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abidticos y bidticos. Con la crioconservacion se usa material vegetal proveniente de
plantas cultivadas bajo cultivo in vitro, y debido al frio los procesos metabdlicos y de
division celular se detienen a su minima expresion (Bettoni, Kretzschmar, Bonnart,
Shepherd, &Volk, 2019). Parala crioconservacion se necesitan de unaserie de técnicas
0 protocolos para establecer esta forma de conservacion. Todos estos protocolos
apuntan a que se necesita deshidratar el material antes de introducirlo en nitrégeno
liguido. Los protocolos disponibles son la gota vitrificacion; la encapsulacion-
deshidratacién; lavitrificacion y la encapsulacion vitrificacion. En el 2019 Bettoni y otros
autores confirmaron que la crioconservacion no esta totalmente implementada en los
bancos de germoplasma.

El agua al congelarse cristaliza, y adquiere una estructura ordenada de sus atomos. Se
realiza unavitrificacion mediante las llamadas sustancias PVS que inhiben la nucleacién
del agua y con ello cuando se forma el hielo adquiere una forma desordenada. El
resultado es un sélido muy viscoso de formaamorfa. Con esto se ayuda a mantener la
viabilidad de las células y de los tejidos. La vitrificacion es el pilar fundamental por lo
gue la crioconservacion es uno de los métodos mas modernos e idoneos para conservar
germoplasma vegetal. Las sustancias PVS mas utilizadas son el glicerol, el
dimetilsulféxido (DMSO), la sacarosay el etilenglicol. Estas sustancias se desarrollaron
por el grupo del profesor Sakai en japdn (Markovi¢, Chatelet, Sylvestre, Konti¢, &
Engelmann, 2013).

Matsumoto y Sakai en el 2000y 2003, establecieron un protocolo de vitrificacion, que
ha sido aplicado a diez especies o0 cultivares de vid, con una media de 64% de
recuperacion de brotes. Migja en 2004 reporté un protocolo de vitrificacion para la
conservacion de embriones soméaticos. Las muestras de Muller-Thurgau y Brachetto se
deshidratan con PVS2. En este protocolo las tasas de recuperacion fuerondel41 0 79%
(Bi et al., 2017). Los protocolos de vitrificacion se basan en la utilizacion de las
sustancias vitrificadoras (PVS), de las que ya hablé en la descripcion de la
crioconservacion que evitan que se formen cristales de hielo que puedan poner en
riesgo el material a conservar (Bietal., 2017).

La gota vitrificacion es una técnica que consiste en un rapido enfriamiento y
calentamiento de las puntas de los brotes. Para sumergir los tejidos en nitrégeno liquido
hay que tratarlos adecuadamente antes, puesto que estas temperaturas tan extremas
provocarian dafios por congelacion en las células. Esta técnica ha sido aplicada a
muchos cultivares de uva de mesa o de elaboraciéon de vino para comprobar su
efectividad, y también con varios portainjertos, y vides silvestres. Para la conservacion
a largo plazo de recursos genéticos, Engelmann en 1997 y otros autores como Wang
en 2014 han podido afirmar que las puntas de los brotes tienen mayor de mantener
rasgos unicos de materiales propagados que, semillas o embriones soméaticos ya que
son equivalentes alos de la planta madre (Biet al., 2017).

Lo que se suele realizar en este protocolo, es transferir los brotes deshidratados a una
gota con la solucion vitrificadora y una tira de aluminio. Después se introduce en
nitrégeno liquido para posteriormente transferirlos a tubos 'y para almacenarlo en frio
durante un periodo de tiempo determinado. Para evaluar la estabilidad genética, en el
articulo citado se usaron nueve RAPD primersy 15 primersISSR y se pudo concluir que
el protocolo desarrollado es valido para mantener la estabilidad genética puesto que en
los andlisis no se detectaron ningunas bandas polimorficas. El protocolo se aplicé en
diferentes genotipos para evaluar las tasas de regeneracion. En la tabla 3 podemos
observar los ocho genotipos de vid evaluados. Este protocolo tuvo éxito en seis
genotipos de “Vitis vinifera” y dos de “Vitis pseudoreticulata”, con el 50% de media de
brotes regenerados (Bi, Hao, Cui, Volk, & Wang, 2018).
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Tabla 3: Aplicaciéndel protocolo de gota-vitrificacion en ocho genotipos diferentes de vitis (Bi et
al., 2018).

Species and genotypes Major use or valuable traits Regrowth level (%)
V. vinifera
Cabemet Sauvignon Wine grape T72.0x3.7
Cabemet Gemischt Wine grape 66.7 =33
Chardonnay Wine grape 46.7+4.9
Globe Red Table grape 583=3.1
Kyoho Table grape 45.0x=5.6
LIN33 Rootstock 50.0=3.7
V. pseudoreticulata Chinese wild species
Baihe 35-1 Resistant to grapevine powdery mildew 243+43
Hunan-1 41.7x3.1
Average 50.6

La encapsulacion-deshidratacion es una técnica que consiste en encapsular los
explantos de vid en perlas de alginato de calcio con un medio rico en sacarosa. Estas
se han deshidratado osmoéticamente en gel de silice o, en algunos articulos revisados,
se deshidratan mediante un flujo de aire laminar, donde el contenido de agua se reduce
a un 20% aproximadamente. Una vez encapsuladas y después de haber sido
sumergidas en soluciones vitrificantes, se introducen en nitrégeno liquido. Los primeros
protocolos de encapsulacién fueron descritos y evaluados por Wang y otros autores en
el 2000, donde cada perla contenia un brote de una punta y contaba cada una con
distintas concentraciones de sacarosa, de 0,25; 0,5; 0,75y 1 M. En este articulo se ha
evaluado la idoneidad del protocolo desarrollado por Wang para el portainjerto LN33
hibrido (1613 Couderc y “Vitis vinifera Thompson” sin semillas). En el 2002 Wang repitié
su protocolo con la variedad Red Globe. Otros investigadores como Miaja en el 2004
obtuvieron tasas de 52,6 y 58,1 % para la variedad Brachetto y Muller-Thurgau con el
protocolo desarrollado por Wang (Bi et al., 2017).

La encapsulacion-vitrificacion es un protocolo muy similar al de encapsulacion
deshidratacién. Solo que no se utiliza la sacarosa, sino una solucion crioprotectora. Es
una técnica poco utilizada y con la ventaja de que el desarrollo del protocolo es mas
répido. Con el uso de nitrégeno liquido para la conservacion de tejidos ha surgido un
método para eliminar virus, la crioterapia. Esta técnica consiste en exponer a nitrdgeno
liguido el material infectado, previo pretratamiento. Con esto lo que ocurre es que las
células infectadas por el virus o diferentes patdbgenos, se eliminan y permiten que se
generen nuevas células meristematicas, para crear plantas sanas.

7.CONCLUSION

La vid es una especie muy diversa que actualmente esta amenazada por multiples
causas y en la que cada dia desaparecen variedades, clones e individuos cuya
importancia puede ser vital. Esto genera un gran problema puesto que este
germoplasma puede servir para utilizarse en el futuro. Desde hace unos afios ya se esta
trabajando en la busquedade herramientas y técnicas que nos permitan conservar esos
rasgos Utiles. Existe la necesidad imperiosa de evaluar correctamente y mas
profundamente el germoplasma existente actual para conservar correctamente el
germoplasma. El acervo genético esta en peligro constante de desaparicion, cada dia
gue pasa puede suponer la pérdida de rasgos genéticos potencialmente utiles. Es por
ello por lo que se debe realizar un trabajo conjunto entre las instituciones
gubernamentales, los investigadores ademas de los viticultores y las empresas del
sector vitivinicola para paliar estos problemas que nos acontecen. La mejora de los
ecosistemas representa unatarea primordial para la agriculturamoderna.
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El uso de la conservacion es importante porque hay que afrontar los efectos del cambio
climético. Estos efectos son evidentes desde hace afios, no solo parala elaboracién de
vino, sino también para la conservacion del fruto que produce lavid que son las uvas ya
sean frescas o fruta pasificada. Esta ultima es muy utilizada en paises con religion
musulmana. La conservacion de vid es importante puesto que el vino ha sido una bebida
fundamental en la socializacién, como ya se ha percibido a lo largo de las diversas
civilizaciones que se han sucedido alo largo de la historiadel ser humano.

Para realizar una estrategia de conservacion correcta, es imprescindible documentar el
material genético existente, y las poblaciones remanentes de vid silvestre. Estas
poblaciones de vid silvestre merece la pena recopilarlas y estudiarlas con el fin de i)
documentar el origen de las variedades sativas VY ii) estudiar la presenciade genes de
interés, potencialmente interesantes parala utilizacion en programas de mejora.

Dentro de la conservacion es importante discernir lo que se debe conservar: para ello
es importante el andlisis de los distintos clorotipos existentes. Por ejemplo, sitomamos
germoplasma de diferentes zonas pensando que es diverso, y cuando lo analizamos
vemos que son los mismos, habriamos realizado una mala conservacion. Al igual que
el uso de otras técnicas de caracterizacion e identificacion tales como, RAPDS, FLPs,
NGS etc...

Existen diferentes estrategias de conservacion paralos cultivos. En el caso de la vid no
existen bancos de conservacion “in situ”, mas bien se suelen utilizar los bancos de planta
en campo. Durante las Ultimas décadas se han desarrollado una serie de técnicas
alternativas a la utilizacién de bancos de planta en campo, o bancos de conservacion
de tejidos. Estas alternativas son la utilizacion de cultivo in vitro, con la micropropagacion
de tejidos y otra alternativa es la crioconservacion. En cuanto ala crioconservacion hay
una serie de protocolos desarrollados como ya se ha descrito en previos apartados,
algunos con mayores tasas de recuperacién que otros. Pese a tener protocolos
utilizados, la crioconservacion solo ha resultado efectivaen una serie determinada de
especies, siendo un factor limitante para toda la diversidad de especiesy variedades
existentes. Por lo que todavia queda trabajo por realizar con esta técnica, en el
desarrollo de nuevos protocolos, que nos sirvan para especies que aun no hayan sido
estudiadas.

Como ya se ha visto la vid es un taxén que estad amenazado en Europa, especialmente
en los paises en los que la proteccion legal es escasa, los paises que mayor riesgo
poseen son: Espafia, Italia y Portugal. Por lo que en estos paises es mas necesario el
establecimiento de una normativa de proteccion y el refuerzo de los lugares destinados
ala conservacion de vid.
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