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1. RESUMEN

A pesar de que a la vid (Vitis vinifera L.) se la considere como uno de los cultivos
frutales mas extensos y mas rentables econdmicamente a nivel mundial (OIV,
estadisticas 2017), se tiene muy poco conocimiento a nivel genético sobre esta planta
y se ha avanzado muy poco en la mejora genética de sus caracteristicas y
peculiaridades mas representativas, en relaciébn con sus capacidades adaptativas a
las diversas condiciones ambientales del medio, a sus pardmetros de produccion o
incluso a las cualidades para la elaboracién del vino.

La posibilidad de poder contar con mapas genéticos saturados resulta vital, tanto para
conocer mejor los genes implicados en las caracteristicas de mayor relevancia, como
para poder identificar su localizacion dentro de los cromosomas y alin mas importante,
aumentar las posibilidades de llevar a cabo una mejora genética de esas
caracteristicas, ya sea mediante la via tradicional del cruzamiento y la seleccion de
descendientes, o bien con estrategias de mejora basadas en la ingenieria genética o
en la edicion de genes (CRISPR-CAS).

Los primeros mapas genéticos de vid se elaboraron a partir del desarrollo de
marcadores moleculares y se fueron completando afiadiendo nuevos daos, a medida
gue iban avanzando las tecnologias genéticas y aparecian nuevos marcadores
moleculares eficaces y a medida que las necesidades de los mapas genéticos
evolucionaban. La versidbn mas actual y completa del mapa genético de la vid, fue
desarrollada por A. Canaguiera en colaboracién con otros investigadores en 2017, con
un nivel de cobertura muy alto y una profundidad de 12X del genoma de referencia.

En este trabajo, se revisan los mapas genéticos de la vid a lo largo de la historia,
poniendo en perspectiva las necesidades que cubren y su utilizacién en el
conocimiento y mejora genética de la vid.

ABSTRACT

Although the vine (Vitis vinifera L.) is considered one of the most extensive and
economically profitable fruit crops worldwide (OIV, statistics 2017), there is very little
genetic knowledge about this plant and very little progress has been made in the
breeding of its most representative characteristics and peculiarities, in relation to its
adaptive capacities to the different environmental conditions of the environment, to its
production parameters or even to the qualities for winemaking.

The possibility of having genetic maps saturated is vital, both to know better the genes
that are involved in the most relevant characteristics, as well as to be able to identify
their location within the chromosomes and even more important, to increase the
possibilities of carrying out breeding programmes of these characteristics, either by
carrying out the traditional way of crossing and selecting descendants, or with
improvement strategies based on genetic engineering or edition through (CRISPR-
CAS).

The first genetic maps of grapevine were elaborated from the development of
molecular markers and they were completed and reconstructed with new informations,
as the genetic technologies were advancing and as the needs of the genetic maps
evolved. The last and more complete version of the genetic map of the vine was
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carried out by A. Canaguiera in collaboration with other researchers in 2017, with a
very high level of coverage and a depth of 12X of the reference genome.

In this work, the genetic maps of the vine are reviewed throughout history, putting in
perspective the needs that they cover and the uses of genetic maps in the knowledge
and breeding of the vine.

2. INTRODUCCION

2.1. CARACTERISTICAS GENETICAS DE LA VID

Desde el punto de vista genético, la vid (Vitis vinifera L.) (2n = 38) es una planta
diploide con un genoma pequefio de entre 475 y 500 Mb lo que hace que sea una
especie de facil estudio a nivel molecular (Martinez Cutillas, A., 2009). Sin embargo, el
conocimiento genético de esta especie ha estado muy limitado hasta la aplicacién
masiva de los estudios moleculares. Esto se debido en gran medida a que sus
caracteristicas genéticas, como la gran heterocigosis o la larga juvenilidad entre otras,
no permitian el abordaje del estudio de la vid a nivel genético por los métodos clasicos
de cruzamiento y seguimiento de la descendencia.

El primer mapa genético de la vid data de la primera mitad de los 90 (Lodhi et al.,
1995). Este primer mapa se desarroll6 en un momento en el que se contaba con muy
pocos marcadores moleculares, por lo que el mapa resultante estaba poco saturado y
por tanto no era muy representativo como referencia para la vid. Con el tiempo fueron
desarrolldndose nuevos marcadores moleculares que abarcaban mas superficie del
genoma y hacian posible conocer mejor los genes implicados en las caracteristicas de
mayor importancia y la localizacion de un mayor numero de caracteristicas dentro de
los cromosomas. A principio de los afios 2000 se generaliz6 el uso de la
secuenciacién, lo que hizo posible el conocimiento completo del genoma, y en
consecuencia, se establecieron mapas de referencia para todo tipo de organismos,
incluida la vid (Doligez et al., 2006). Este tipo de mapas han sido progresivamente
actualizados y completados con el fin de dar respuesta a las numerosas y novedosas
aplicaciones de los mismos (Canaguier et al., 2017).

La evolucién en el conocimiento de la genética de la vid y los avances en la lectura del
genoma de ésta, se han ido sucediendo con la llegada del nuevo siglo, haciendo
posible multitud de aplicaciones nuevas destinadas a la mejora del conocimiento
genético de la vid, como es el caso de la adquisicion de nuevas caracteristicas
asociadas a caracteres de resistencia frente a plagas y enfermedades o la adaptaciéon
al cambio climético entre otras (Ibafiez et al., 2013).

En ultimo lugar, también se han asentado las bases que permitan identificar los genes
y las variantes genéticas responsables de los distintos caracteres de interés en esta
especie (Ibafez et al., 2013).

Ademas de las posibilidades que la mejora genética ha ofrecido gracias al mayor
conocimiento de su genoma, disponer de nueva informacién sobre la vid ha dado lugar
a infinidad de posibilidades para identificar variedades o clones ya que algunos
marcadores moleculares pueden ayudar a la identificacibn de estas variedades vy
poder reconstruir la genética de sus vides predecesoras o0 para poder estudiar las
relaciones de parentesco que pueden existir entre variedades, lo que permite la
caracterizacion y recuperacion de variedades que se encontraban en peligro de
desaparecer y las cuales pueden llegar a suponer una solucién a alguna de las
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necesidades de mejora de los cultivos, como puede ser el caso de mejorar el equilibrio
productivo de las variedades o una mayor tolerancia a determinados factores
ambientales (Ibafiez et al., 2013).

2.2. MAPAS GENETICOS

Segun el NIH (National Human Genome Research Institute), un mapa genético es un
mapa cromosémico que muestra la ubicacion relativa de los genes y otras
caracteristicas genéticas importantes (Hurle B., 2019). Los mapas se van a generar a
partir de dos caracteristicas las cuales se quiere comprobar si se heredan de forma
conjunta o no. Cuanta mas distancia exista entre las localizaciones de los genes
correspondientes, existird mayor posibilidad de sobrecruzamientos y por tanto esas
caracteristicas se separen. En cambio, cuanto mas cerca estén con mas frecuencia se
van a heredar de forma conjunta.

Para explicarlo de manera mas detenida, para construir los mapas, se deben definir
los rasgos genéticos que se quieran situar en el mapa; a continuacién, se hacen
cruzamientos entre dos progenitores que contengan distintas versiones de esos dos
rasgos. Para poder determinar estos dos rasgos genéticos se utiliza para ello los
descendientes de dicho organismo de estudio y se lleva a cabo el seguimiento de las
veces que los dos rasgos genéticos se heredan de forma conjunta. Cuanto mayor sea
el porcentaje de ambas caracteristicas genéticas de los descendientes al mismo
tiempo, mas cerca van a estar los genes responsables de dichas caracteristicas en el
cromosoma (Hurle B., 2019).

Hasta la década de los 80 el tipo de genes que se podian mapear (localizar en los
mapas genéticos) era muy bajo, lo que daba lugar a mapas muy poco saturados, de
utilidad bastante baja, porque una gran parte de los genomas no estaban mapeados.
Sin embargo, a partir del desarrollo de la PCR (1989) y de los marcadores moleculares
derivados de ella (SSR, RAPDs, AFLPs, SNPs...etc), se obtuvieron mapas mucho
mas saturados para muchas especies y se obtuvo informacion genética de una gran
parte del genoma de especies poco conocidas desde el punto de vista genético. Con
estos marcadores moleculares se consigue poner muchos puntos dentro del genoma,
de forma que cualquier caracteristica genética va a estar cerca de cualquier marcador.
Por ultimo, a partir de los primeros afios del siglo XXI y a raiz del proyecto del genoma
humano (PGH) se desarrollan técnicas de secuenciacion masiva baratas y accesibles,
lo que supone una nueva era en el conocimiento genético de las especies, incluido el
desarrollo de mapas genéticos de nueva generacion, mucho mas completos y
precisos.

Existen diversos tipos de mapas genéticos que aportan informaciéon genética a
distintos niveles. Son capaces de aportar gran cantidad de informacién genética sobre
los individuos de interés de estudio. Entre los distintos mapas que se pueden realizar,
los mas comunes son los mapas fisicos, los mapas cromosémicos y los mapas de
ligamiento, pero son estos Ultimos los de mayor importancia ya que son los que
ofrecen la mayor cantidad de informacion y de manera mas eficaz (Secal, 2019).

En la figura 1 se observa una representaciéon del mapa genético de un cromosoma (a
la izquierda) junto con su representacion fisica (a la derecha de la figura). En él, se ve
representado el cromosoma en estudio junto con la localizacién concreta de los genes
responsables de las caracteristicas de interés (gen 1 y gen 2) y el mapa fisico (a la
derecha del cromosoma) en el que se indican los distintos marcadores moleculares
gue se han utilizado (sitios de restriccion, STS y mapa de contigs).
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Figura 1. Representacion grafica de un cromosoma en el que se encuentran representados
su mapa genético y su mapa fisico. (Fuente: Gene Mapping Tools. SlideShare.
https://es.slideshare.net/UsmanArshad53/gene-mapping-tools).

Para concluir con este epigrafe, como ya mencioné anteriormente, la importancia que
tienen estos marcadores en la construccion de los mapas es muy grande, ya que
durante el proceso de recombinacion genética en la célula, si un gen concreto se sitla
cerca de un marcador de ADN, es muy probable que tanto el gen como el marcador se
encuentren juntos durante este proceso, y por ello es casi seguro que se hereden
conjuntamente en la descendencia. Por tanto, cuanto mas amplia sea la cantidad de
marcadores de ADN que haya en un mapa genético, mayor va a ser la posibilidad de
gue al menos uno de los marcadores se encuentre localizado cerca de un gen
responsable de la caracteristica que presenta el individuo que se esté estudiando, por
lo que mas facil sera la identificacién de dicho gen (Mapeo genético, 2019).

2.3. USOS DE LOS MAPAS GENETICOS

Son muchas las posibilidades que ofrecen los mapas genéticos, como la posibilidad de
cubrir completamente el genoma de un individuo para su estudio, la localizacion de las
regiones genéticas que controlan los caracteres de importancia y localizar a su vez los
genes de interés en la planta de estudio, para obtener informaciéon de una especie
mediante el estudio de otras y para poder cuantificar el efecto de cada una de estas
regiones, ademas de esto también ofrece la posibilidad de descomponer caracteres
complejos en sus componentes mendelianos, hasta direccionar esta informacion y
poder aplicarla en seleccién asistida. (Zavala Martinez, K. C., 2002).

La principal utilidad que tienen los mapas genéticos es desarrollar estrategias mas
eficaces y con un coste menor para llevar a cabo la identificacion de genes nuevos y
poder entender su funcion.

Estos mapas genéticos nos van a servir como un medio para localizar un caracter de
cualquier tipo, de un individuo a su descendencia, ligado a uno o mas genes y aportar
ademds informacién sobre el cromosoma que contiene el gen y la localizacion del
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mismo en el interior del cromosoma (Mapeo genético, 2019) y permiten ademas la
identificacion de las regiones cromosémicas implicadas en el control genético de los
caracteres de interés.

Otra de las utilidades mas importantes que ofrecen los mapas genéticos es la
posibilidad de visualizar las regiones cromosomicas en las que pueden localizarse los
genes que son los responsables de una determinada caracteristica, incluso de las
caracteristicas cuantitativas (QTL o Quantitative trait loci) ya que cuando las
caracteristicas genéticas no dependen de un gen sino de varios genes, estos genes
suelen estar agrupados.

Los QTLs son regiones de ADN delimitadas por marcadores moleculares que estan
ligados estrechamente a los genes que afectan al rasgo cuantitativo en cuestion. Cada
QTL es una region de ADN asociada estadisticamente con la aparicion de un rasgo
fenotipico. El conocimiento de los QTLs permite mapear rasgos cuantitativos. Esto
supuso un punto de partida para acotar el estudio de identificacién y secuenciacion de
estos genes, es una ventaja a la hora de buscar un gen candidato. Esta estrategia es
mas eficaz cuanto mas saturados estén los mapas de partida (Cervera et al., 2001).

2.4. JUSTIFICACION

Segun la OIV (Oficina Internacional de la Vifia y el vino), la vid es uno de los cultivos
leflosos con mayor extensiéon del planeta con unas 7,6 millones de ha en todo el
mundo (OIV, 2017), y por ello, se puede considerar también segun un articulo
publicado por el director del IMIGRA (Instituto Murciano de Investigacién y Desarrollo
Agricola) Adrian Martinez Cutillas, que es uno de los cultivos econGmicamente mas
importantes y rentables del mundo (Martinez Cutillas, A., 2009) (ver gréfico de la fig.2).
Ademas de ser la especie frutal mas extensa del planeta, se la considera la especie
frutal cultivada mas importante del mundo (Tinlot y Rousseau, 1993; Lodhi et al.,
1995).

Esta especie frutal se ha ido expandiendo a mas paises y se ha llegado a consideran

en algunos como uno de los productos de referencia y su consumo en forma de vino
se encuentra en constante crecimiento tanto en volumen como en valor econémico
suponiendo una fuente de ingresos de gran importancia para el pais productor (OIV
Stadistical report on World Vitiviniculture, 2017). Esta expansion ha hecho necesario
un mayor conocimiento genético de la vid ya que su estudio aporta resultados
relevantes para la mejora de las variedades de vid tanto a nivel de vinificacibn como a
nivel agronémico.
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Figura 2. Evolucién del comercio del vino entre los afios 2000 y 2016 en relacion al volumen
producido a nivel mundial (en millones de hectolitros) y su valor econémico (en billones de
euros) (Fuente: OIV Stadistical report on World Vitiviniculture, 2017).

Ademas de los motivos que acabo de mencionar, existen otros que hacen necesario el
conocimiento mas completo de la genética de la vid. Estos son las posibilidades que el
genoma ofrece a la hora de llevar a cabo la seleccién e identificacion de variedades y
también debido a la constante evolucion de los gustos del consumidor que ha hecho
imprescindible el conocimiento en mayor profundidad de la genética de la vid.

Para todos estos motivos la técnica del mapeo genético puede ser una de las
soluciones que resuelvan este desconocimiento genético que posibilite la mejora
genética de la vid. Y con los mapas genéticos se espera que sean el marco donde
poder localizar los genes y poder extrapolar la informacion genética que se desprende
de ellos a partir del conocimiento genético de otras especies.

En resumen, la genética de la vid ha sido tradicionalmente muy dificil de abordar
debido a sus caracteristicas genéticas citadas en la introduccion. Ademas de esto, se
conocia muy poco de las bases genéticas de casi todos sus caracteres, hasta la
llegada de los marcadores moleculares que han permitido hacer mapas muy eficaces y
a través de la secuenciacién se han conseguido mapas muy completos. En este
contexto disponer de mapas genéticos completos y saturados es muy util y como
hasta el momento no ha existido ninguna revisién ni ha habido novedades, me parece
muy interesante realizar una revision bibliografica sobre este tema.

3. OBJETIVOS

Los objetivos que pretendo conseguir con el presente trabajos son los siguientes:

1.- Como objetivo principal, pretendo revisar el estado actual y la historia de los mapas
genéticos de vid, asi como sus posibles aplicaciones en genética y mejora de la vid, ya
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gue son una de las principales fuentes de informacién fiable de las que se puede
disponer a la hora de manejar las caracteristicas que presenta esta especie.

2.- Como objetivos parciales puedo considerar los siguientes:

- Definir los mapas genéticos y revisar la tecnologia en la que se apoya su
construccion

- Revisar los sucesivos mapas genéticos que se han construido para la vid, incidiendo
sobre los distintos tipos de marcadores moleculares utilizados en cada caso

- Comprender el funcionamiento que tienen los marcadores moleculares a la hora de
elaborar los mapas genéticos

- Revisar las posibles aplicaciones pasadas, presentes y futuras de los mapas
genéticos en vid

4. METODOLOGIA

4.1. METODOS DE BUSQUEDA Y RECOPILACION DE
INFORMACION

Para llevar a cabo este trabajo de revisiobn he utilizado diferentes métodos de
busqueda, utilizando como buscadores de webs aquellos de interés académico, para
encontrar los articulos de informacion las webs Science Direct, ResearchGate o
Dialnet entre otros y he realizado una seleccion de los articulos cientificos segun el
impacto de estos, segun la trayectoria del autor o autores de los articulos o revisiones.
Aunque para otro tipo de revision, la antigiiedad de la bibliografia suele ser un criterio
de seleccidn, en este caso no se dispone de mucha informacién sobre este tema en
concreto y toda ella es relativamente reciente.

También he utilizado como método de busqueda para recopilar informacion, el
buscador Google Académico, introduciendo las palabras clave “Vitis” “Genetic” “Map”.
En la fig. 3 se puede observar un ejemplo de la blisqueda realizada.

Ben & we O o - RCTN < &G Rvx 3 D D Ame | G + = o x
€« > C & nu scholar.google.es & W
= Google Académico vitis genetic maps n Q

© Mipedii ¢ Mibibloteca
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genetics Full View
AF Adam-Blor Roux. D G B 20 S 2

[MTML] Springer.com
Full View

Buscar sélo pégir
[PDF) genetics org
Full View

4
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disease resist

oci affecting funga [HTML] Springer com
fera L) Full View

Figura 3. Metodologia de busqueda de informacion (Fuente: Google Académico).
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Al realizar las primeras busquedas de informacion en las webs citadas he podido
comprobar que en los resultados de busqueda no aparece ninguna revision
bibliografica acerca del tema sobre el que trata este trabajo.

Tras llevar a cabo la busqueda, se puede apreciar que el nUmero de resultados para
estas palabras no es muy elevado, siendo del orden de 26.800 resultados, en
comparacion con el nimero de resultados que se pueden obtener con otro tipo de
temas relacionados con la vid como podria ser por ejemplo la genética de las
variedades de vid, introduciendo en el buscador de Google Académico las palabras
clave “Vitis” “Varieties” y “Genetic” (como se puede observar en la fig. 4) en la que se
obtiene un numero de resultados mucho mayor, del orden de 45.400.
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Figura 4. Comparativa del n° de resultados obtenidos entre dos busquedas de informacién sobre
temas distintos dentro de la genética de la vid utilizando el buscador Google Académico (Fuente:
Google Académico).

Para seleccionar los articulos he considerado como mas importantes, ademas de los
criterios mencionados anteriormente, aquellos que traten el tema de forma general
sobre los mapas genéticos y en concreto los que hablen sobre la vid o alguna de sus
variedades.

Después de seleccionar los articulos que he considerado mas importantes, también he
leido algunas de las referencias de los términos relacionados que aparecian al final de
la busqueda (como se aprecia en la fig. 5), lo que me ha permitido encontrar algunos
articulos y tesis bastante interesantes para poder cumplimentar el trabajo.

Ben &€ @ o - <} G Myx 3 D A D Ane | G + = o x
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Figura 5. Relacion de términos sugeridos por google como forma de bisqueda (Fuente: Google
Académico).
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Entre las fuentes que he utilizado para obtener informacién se encuentran las revistas
cientificas que se centran en la viticultura y enologia. Una de las revistas clave de la
gue mayor informacion he podido extraer es la revista ACEnologia (Asociacion
Catalana de Enologos) de caracter cientifico y profesional sobre enologia.

Dentro de la biblioteca de articulos de esta revista utilizando las mismas palabras

clave que anteriormente (“Vitis”, “Genética” y "Mapas”) he seleccionado los articulos
gue mas me han interesado.

Una vez que habia encontrado una informacién que he utilizado como base, a medida
gue he ido elaborando el trabajo, he ido realizando busquedas paralelas sobre temas
mas concretos sobre algunos de los apartados del trabajo para obtener informacién
mas concreta y precisa. Igualmente, he utilizado la coleccion de articulos de genética
de la vid y algunos libros de la biblioteca de la ETSIIAA sobre Mejora Vegetal.

Como ultimo método de busqueda utilizado para cumplimentar la informacién he
llevado a cabo la busqueda de alguno de los articulos concretos que se han citado
dentro de los articulos o tesis que he usado y he buscado en la bibliografia de estos
articulos y tesis.

4.2. ELABORACION DEL TRABAJO

A la hora de realizar el trabajo, he tomado como base dos articulos clave que tratan
concretamente sobre los mapas genéticos de vid. Estos articulos son, el articulo a
cerca del primer mapas genético de Vitis creado por Lodhi titulado “A molecular marker
based linkage map of Vitis” y el otro de los articulos “Development of a new version of
the grapevine reference genome assembly (12X.v2) based on genetic maps and
paired-end sequences”, el cual trata sobre uno de los ultimos mapas genéticos de vid
gue se han elaborado.

Por otro lado, he de destacar que aunque las tesis doctorales no se consideren
publicaciones y no se suelen recoger en los indices de impacto internacionales, en
este caso son una importante fuente de informacion debido a la gran cantidad de datos
y explicaciones que contienen y que se puede extraer de ellas. Ademas han sido
importantes en este trabajo puesto que ha sido donde mayor cantidad de informacion
referente a este tema he podido encontrar siendo el tema del que trata este trabajo
bastante concreto dentro de la genética y no es de actualidad. Ademas estas tesis
doctorales que he encontrado me parecen interesantes ya que algunas de ellas se
encuentran avaladas y revisadas por cientificos de prestigio reconocido en el mundo
de la ciencia y genética vegetal, como es el caso del Dr. Javier Ibafiez Marcos (Jefe de
Seccidbn de Conservaciéon y Restauracion Ambiental del Instituto Madrilefio de
Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario (IMIDRA)) o como el Dr.
Fernando Martinez de Toda Fernandez (Catedratico de Produccién Vegetal del
Departamento de Agricultura y Alimentacién de la Universidad de La Rioja).

Son varias tesis las que he revisado y de las que he extraido informacion relevante
para el trabajo. De entre las tesis utilizadas, son dos las que he considerado mas
relevantes. La primera de ellas es la tesis doctoral llevada a cabo por el Doctor lvan
Carrefio Ruiz en 2012 que lleva el titulo de “Identificacion de regiones cromosdmicas
implicadas en el control genético de caracteres de interés para la mejora genética de
uvas de mesa”. La otra tesis que he utilizado como base para el trabajo fue escrita por
Kattina Cecilia Zavala Martinez como proyecto para poder obtener el titulo de grado en
Bioquimica en el afo 2002 y lleva el titulo de “Desarrollo de un mapa de ligamiento
genético en Vitis Vinifera L., basado en marcadores moleculares SSR y AFLP”.
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Los demas articulos que he utilizado para complementar el trabajo aparecen en la
bibliografia de este Trabajo Fin de Grado.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. EL PRIMER MAPA DE VID

En este epigrafe describiré el primer mapa genético de vid que se construyé en 1994
por parte de Lodhi y otros autores y que fue publicado en 1995 con el titulo “A
molecular marker based linkage map of Vitis” en el que se describe el primer mapa
genético de vid (Lodhi et al., 1995). De forma que la mayor parte de este apartado se
basa en este articulo de 1995 elaborado por M.A. Lodhi.

Los investigadores M.A. Lodhi, G-N. Ye, N.F. Weeden y B.l. Reisch pertenecientes al
departamento de ciencias horticolas desarrollaron este proyecto en la Estaciéon
Experimental de la Universidad de Cornell en Geneva (Estado de Nueva York) en
colaboracion con M. J. Daly perteneciente al Instituto Whitehead para la Investigacion
Biomédica (Cambridge, Estado de Massachusetts). El articulo cientifico resultante fue
publicado por la revista de divulgacién cientifica “Genome” en septiembre de 1995.

Los motivos que llevaron a la elaboracién de este primer mapa genético fueron
derivados de la necesidad de hacer la mejora genética en la vid de forma mas eficaz,
para lo cual era necesario disponer de mapas genéticos de esta especie. En vid, la
mejora requiere de mucha mano de obra, lo cual supone un alto coste econémico y
pocos resultados, debido a la falta de lineas puras, que habia dificultado la realizacion
de pruebas genéticas. Por tanto, se cosiderd necesario llevar a cabo una serie de
estrategias de seleccién asistida por medio de mapas de ligamiento molecular
mediante la utilizacion de marcadores (O'Brien, 1993; Lodhi et al., 1995).

El material vegetal del que partieron para realizar este proyecto fue una familia que
procedian del cruce entre hibridos interespecificos de Vitis vinifera, que fue mapeada
mediante el uso de marcadores RFLP, RAPD y con isoenzimas. La construccién de
estos mapas se llevé a cabo a partir de una poblacién de 60 plantas resultado del
cruzamiento entre las variedades de vid Cayuga White y Aurore. Estos mapas fueron
construidos utilizando 422 marcadores RAPD junto con 16 marcadores RFLP e
isoenzimas. El cruzamiento de estas dos variedades fue llevado a cabo por Bruce .
Reisch y fue elegido este cruce porque la progenie resultante presentaba mayor
resistencia a enfermedades y otros rasgos importantes.

Las isoenzimas fueron la primera familia de moléculas en ser utilizadas como
marcadores moleculares. En un inicio fueron definidas como formas moleculares
multiples de las enzimas que ofrecen mudltiples posibilidades ofreciendo funciones
idénticas o muy similares las cuales se encuentran presentes en el mismo individuo
(Market y Moeller, 1959). Estas isoenzimas tienen la capacidad de presentar diversas
formas alélicas en un locus en concreto, lo que se conoce como aloenzimas. Estas
aloencimas son selectivamente neutras y son empleadas como marcadores
hereditarios para poder cuantificar las frecuencias alélicas y genotipicas de los
individuos lo que ayuda a comprender la composicion genética de una poblacion
(Pérez Nasser y Pifiero, 1997).

El empleo de isoenzimas comenz6 siendo una técnica usada para investigar
problemas de sistematica, evolucion o para medir los niveles de variacion genética en
vid a finales de los 80 (Royo et al., 1989) y comenzaron a utilizarse en vides para
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llevar a cabo la identificacion de ligamientos genéticos (Weeden et al., 1988).
Posteriormente su uso se ha visto limitado debido al reducido numero de loci que
pueden estudiarse (Zavala Martinez, K. C., 2002) y se vio restringido a relaciones de
parentesco (Parfitt y Arulsekar, 1989; Ohmi et al., 1993; Zavala Martinez, K. C., 2002)
y al analisis de diversidad genética de portainjertos, ya que presentan un grado de
divergencia genética mayor, identificAndose varios alelos en cada loci (Walker y Liu,
1995; Zavala Martinez, K. C., 2002).

El uso de isoenzimas en vid se ha visto reducido con el paso del tiempo a la
identificacion de relaciones de parentesco y reducidas también al analisis de
diversidad genética que presentan los portainjertos como acabo de mencionar
anteriormente. Por motivos como estos se ha preferido trabajar con otros marcadores
moleculares ya que presentan ventajas frente a las isoenzimas como es la superacion
de los efectos en las interacciones genéticas con el ambiente y la posibilidad de
acumular una mayor cantidad de informacion haciendo posible abarcar un mayor
namero de loci, entre otras ventajas, a la hora de realizar el analisis directo del
genoma de la planta. (Zavala Martinez, K. C., 2002).

Para llevar a cabo la identificacion de las isoenzimas se utiliza la técnica de separacion
de moléculas cargadas conocida como electroforesis. Las diferencias en la movilidad
electroforética de las isoenzimas son el resultado de las diferencias en la parte
proteica de los enzimas, que en ultimo lugar, son debidas a las diferencias en las
secuencias del ADN que codifican estas enzimas.

Las principales ventajas que presentan las isoenzimas es que es una técnica muy
barata, accesible y no destructiva ya que se utiliza para su analisis pequefias
cantidades de material. También el control genético de la gran mayoria de isoenzimas
es conocido haciendo posible el llevar a cabo deducciones genéticas a partir de los
patrones de bandas observados en los geles.

Desde su descubrimiento las isoenzimas tuvieron un papel importante como
marcadores. Con el paso del tiempo su uso se fue restringiendo y limitando mucho ya
gue presentaban ciertas desventajas. Estas desventajas son, la imposibilidad de cubrir
todo el genoma (solamente son capaces de detectar la variacion de los genes que
codifican para la expresién de una caracteristica del individuo y su precision no es muy
buena), no es capaz de detectar el polimorfismo en tejidos distintos del individuo y al
poseer polimorfismos ontogenéticos, los resultados que se obtengan van a ser
distintos dependiendo de si se trabaja con tejido vegetal adulto o joven.

Tras las isoenzimas aparecieron los RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) o polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion que fueron
los primeros marcadores moleculares basados en ADN que se utilizaron (Botstein et
al. 1980) y se basaban en polimorfismos en la secuencia de ADN. El polimorfismo
ocurre como consecuencia de diferencias en el tamafo de fragmentos generados al
digerir el ADN con enzimas de restriccion (endonucleasas). La variacion se detecta en
funcién del patron de los fragmentos de ADN genémico o ADN mitocondrial digeridos.
La deteccion de los fragmentos cortados se realiza por medio de una sonda de ADN
gendmico o de ADNc (ADN copiado a partir de ARN mensajero) la cual estara
marcada radiactivamente o por medio de reactivos quimioluminiscentes (Masuelli, R.
W., 1999).

Estos RFLPs tienen ciertas ventajas con respecto a otros marcadores desarrollados
posteriormente ya que presenta una naturaleza codominante, se trata de marcadores
robustos y transferibles entre laboratorios. En cambio, como inconvenientes presenta
la necesidad de disponer de cantidades suficientes de ADN (del orden de
microgramos) del o de los individuos a analizar, no permite su automatizacion, solo se
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pueden utilizar un locus 0 muy pocos loci por reaccién y ademas existe la posibilidad
de que los niveles de polimorfismo identificados sean bajos (Masuelli. R.W., 1999).
Otro de los inconvenientes que presenta es que se necesita disponer de una fuente de
sondas y que las sondas pierden sefial (lumniscencia o radiactividad) con el tiempo.

Posteriormente se descubrieron los RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA o
AND polimérfico amplificado al azar) que construyen una serie de marcadores
moleculares que no necesitan un conocimiento previo sobre el genoma del individuo
de estudio, por lo que en aquella época (afios 90) fue considerada una de las técnicas
mas versdtiles desde su desarrollo (Gogorcena et al., 1993) Durante algunos afios,
debido a su elevando polimorfismo y su bajo coste se estuvieron utilizando para poder
identificar variedades (Collins y Symons, 1993; Gogorcena et al., 1993; Moreno et al.,
1997). Al tratarse de marcadores ubicados en localizaciones concretas del genoma y
debido a su polimorfismo pronto se vio la posibilidad de aplicarlos también para
mapeos genéticos de numerosas especies vegetales.

Estos marcadores utilizan una técnica basada en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) que consiste en amplificar fragmentos de ADN gendémico usando
cebadores cortos, de unos 10 nucleétidos de longitud, con una secuencia arbitraria
gue se unen a zonas del ADN de los genomas de distintas especies y variedades que
se quieren estudiar, generando patrones especificos (Moreno et al., 1997).

Esta técnica de PCR hace posible la amplificacion del genoma de un individuo en
cualquier zona en las que los cebadores son capaces de hibridar con el ADN molde en
ambas cadenas y ademas en direcciones opuestas. Esta amplificacion solo se
producira si los cebadores estan situados entre si a una distancia corta, de entre 200 y
2000 pb (Carrillo, J.M., 2000). Estos polimorfismos son detectados al separar los
fragmentos de ADN mediante electroforesis en geles de agarosa (Moreno et al., 1997).
Al conjunto de bandas de un individuo obtenidas en la electroforesis con un cebador
concreto se le denomina patron de RAPDs y es el que se utilizara a la hora de
identificar a un individuo (Moreno et al.,, 1997). Para utilizar esta técnica, no se
necesitaba de un conocimiento previo del genoma del organismo de estudio.

Las principales ventajas que presentan los RAPDs respecto a las isoenzimas son
varias, entre ellas estd el poder realizar la amplificacion sobre material procedente de
cualquier parte de la planta y en cualquier etapa de la vida de la planta, y poder
realizarse en cualquier época del afio, ya que se analiza el ADN. Otra ventaja es que
el numero registrable de loci es ilimitado y ademas muestra un alto nivel de
polimorfismo. (Gogorcena et al., 1993). El inconveniente de estos marcadores es que
inicialmente, su precio en reactivos y maquinaria era relativamente alto aunque con el
paso de los afios ha ido abaratandose debido a la competencia entre casas
comerciales y la posibilidad de clonar la enzima utlizada para la PCR, la Taq
polimerasa. Esto contribuy6 a que su uso se fuera extendiendo muy rapidamente. Sin
embargo, los marcadores RAPD se consideran dominantes, lo cual supone una
desventaja en comparacion con las isoenzimas y con los marcadores RFLP, que se
consideran codominantes.

En vides existen numerosos ejemplos de aplicacion de RAPD, tanto para diferenciar
cultivares como para mapeo genético (Ye et al., 1993; Weeden et al., 1994; Lodhi et
al., 1995).
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Figura 6. Mapa genético de Vid elaborado por M. A. Lodhi (Fuente: Lodhi et al., 1995).
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Los primeros analisis de ligamiento se realizaron por separado en marcadores
heterocigéticos en Aurore o Cayuga White. De entre los 364 marcadores analizados,
299 se asignaron a ambos progenitores (de los cuales 151 marcadores se encontraron
agrupados en 20 grupos de ligamiento Cayuga White y 148 marcadores fueron
agrupados en 22 grupos de ligamiento en Aurore) y otros 23 marcadores mostraron
vinculos con diferentes grupos ya que no se encontrd para ellos un orden lineal
definido. También se utilizaron 29 marcadores de tipo isoenzimatico y RFLP para el
andlisis de ligamiento, de los cuales 16 se colocaron en orden lineal en los mapas y
hubo 9 adicionales que mostraron vinculacion con diferentes grupos por lo que estos
no pudieron colocarse en un orden lineal definido.

La estrategia de mapeo por pseudocruzamiento resulté en un principio en dos mapas,
uno para cada progenitor. EI mapa obtenido para Cayuga White constaba de 214
marcadores que cubrian 1196 cM (centiMorgans, medida de la proximidad fisica entre
marcadores) en 20 grupos de enlaces. EI mapa Aurore constaba con 225 marcadores
qgue cubrian 1477 cM en 22 grupos de enlaces. Ademas, 35 marcadores en Cayuga
White y 23 marcadores en Aurore han sido asignados a diferentes grupos de
ligamiento en ausencia de un orden lineal definido. EI nUmero de grupos de ligamiento
se redujo finalmente a 19, lo cual corresponde con el nimero de cromosomas de la vid
(2n=38). Todos estos marcadores e isoenzimas utilizados dieron como resultado para
el analisis, dos mapas genéticos, uno para la madre y otro para el padre. Estos mapas
se rearmaron en un mapa unico (figura 6) con marcadores que son heterocig6ticos en
ambos padres (segregando 3 a 1 en la progenie) o con marcadores codominantes.

Se comprobd también con el andlisis que el mapa de la variedad Aurore cubria una
mayor distancia del mapa en comparacion con el mapa Cayuga White. Esta diferencia
puede deberse a que haya mas marcadores en el mapa Aurore lo que haria que
cubriese mayor cantidad del genoma. En cambio, también se observaron distintas
frecuencias de recombinacion cuando los marcadores comunes a ambos fueron
examinados. En ambos mapas los marcadores no estaban bien distribuidos en todo el
genoma y presentaban regiones con una alta densidad de marcadores (como ocurre
en el cromosoma IV de la figura 6) y otras regiones menos saturadas (cromosoma VIl
de la figura 6).

Los mapas de enlaces de la variedad Cayuga White y la variedad Aurore no estaban
saturados por completo ya que varios marcadores RAPD, RFLP e isoenzimas no se
pudieron mapear a pesar de haber sido asignados a grupos de ligamiento. El error en
el mapeo de muchos de los marcadores doblemente heterocigéticos puede ser el
resultado de una incapacidad para distinguir los heterocigotos de homocigotos.

El software utilizado para el andlisis de vinculacion tenia sus limitaciones, pero aun
con estas limitaciones los mapas de enlaces de densidad media se utilizaron con éxito
para examinar los loci de rasgos cuantitativos (QTL: Quantitative Trait Loci) para mas
de 40 caracteres distintos en la uva. Estos mapas también se utilizaron para la
clonacion de genes y también podian utilizarse para desarrollar programas de
selecciéon asistida por marcadores para detectar progenies hibridas en una etapa
temprana de crecimiento.

La creacién del primer mapa genético de vid a manos de M. Lodhi dio el pistoletazo de
salida a la hora de embarcarse en el estudio del conocimiento del genoma de la vid
por medio de los mapas genéticos. Los estudios posteriores se centraron en elaborar
nuevos mapas de vid utilizando nuevos marcadores genéticos.
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5.2. LOS MAPAS GENETICOS BASADOS EN LOS NUEVOS
MARCADORES MOLECULARES

Durante la primera mitad de los afios 90, se conocian muy pocos marcadores y las
técnicas de mapeo no eran muy buenas, por ello el mapa de Lodhi no estaba muy
saturado y habia grandes regiones sin mapear. A lo largo de la década de los 90 y
durante los primeros afos de los 2000 se desarrollaron nuevos marcadores, algunos
de los cuales poseian mejores caracteristicas para el mapeo que los que se habian
utilizado hasta la fecha. Estos nuevos marcadores permitian saturar mas el mapa con
lo que se dio lugar a una nueva generacion de mapas mas completos.

Para la elaboracion de los nuevos mapas genéticos se pueden utilizar un gran niamero
de marcadores genéticos. Se entiende por marcador genético a cualquier segmento de
ADN con una ubicacion fisica concreta en un cromosoma y que se puede determinar.
Estos marcadores genéticos se utilizan en el mapeo de genes para rastrear la
herencia de un gen cercano, aunque no haya sido identificado, pero cuya localizacion
aproximada es conocida (Hurle B., 2019). Debido a que la expresion de los
marcadores es codominante son capaces de detectar un nivel de polimorfismo
elevado, también tienen entre otras caracteristicas una amplia distribucién a lo largo
del genoma.

Para entender un poco mejor lo que son este tipo de marcadores se puede definir
como cualquier diferencia fenotipica existente controlada genéticamente y utilizada en
el analisis genético. Este marcador tiene la posibilidad de usarse para marcar o
sefalar el locus que controla la diferencia fenotipica o bien para marcar otro locus
préximo que controle algun caracter de interés. Un marcador es dominante cuando los
individuos homocigotos no se pueden diferenciar de los heterocigotos, se describen
por presencia o ausencia de un fragmento (Moreno-Gonzalez, J., 2002), aunque
también puede definirse como toda caracteristica heredable que permite identificar las
diferencias genéticas (a nivel de genotipo) existentes entre individuos (Carrefio Ruiz,
I, 2012).

Si cualquier caracteristica, sea un gen, una proteina, etc., esta asociada a la presencia
0 expresion de otra caracteristica, como el vigor, la altura, resistencia a algun tipo de
parasito o enfermedad, etc., se utilizaron como marcador, debido a que la presencia
del primer caracter necesariamente implica la presencia del otro caracter (Solis-
Ramos, L. Y, 2005).

Cabe destacar que los marcadores moleculares han sido desde su descubrimiento y
hasta el desarrollo de las técnicas de secuenciacion una herramienta clave a la hora
de desarrollar los mapas genéticos. Su uso para asignar individuos a poblaciones y la
identificacion de individuos, presentan muchas aplicaciones en la conservaciéon
poblacional (Godoy J.A., 2009), sin olvidarnos que han sido de gran importancia para
hacer posible la identificacion rapida y de manera fiable de las distintas variedades de
vid (Ibafiez et al., 2010) y poder realizar una mejora de las variedades mas usadas en
el sector viticola y enoldgico. Estos marcadores tienen un gran valor para el estudio de
las relaciones genéticas que poseen entre variedades ya que se ha convertido en uno
de los datos mas importantes y a tener en cuenta en la viticultura moderna (Martinez
Zapater, J.M., 2017).

Como he explicado anteriormente, el primer mapa genético para Vitis vinifera L. a
cargo de Lodhi y su grupo de trabajo fue construido mediante el uso de marcadores
RFLP, RAPD y con isoenzimas. A partir de estos, los siguientes mapas construidos se
apoyaron fundamentalmente en marcadores de tipo AFLPs, RAPDs, CAPS y SSCPs
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(Lodhi et al., 1995) y junto a estos se consiguieron mapas mas complejos y saturados
con el desarrollo de nuevos marcadores moleculares del tipo SNP y SSR.

Los SNP, son marcadores basados en el polimorfismo originado por variaciones de un
solo nucle6tido en la secuencia de ADN. Este tipo de marcadores se pueden localizar
en cualquier region del genoma por ello puede marcar cualquier gen de interés para la
mejora genética (Ramirez-Bello, J., 2013).

El polimorfismo que presentan, similar entre las regiones codificantes y no
codificantes, es el mas abundante entre la mayoria de organismos. En el caso de la
vid, se ha observado la presencia de un SNP por cada 64 o 250 pares de bases
(Lijavetzky et al., 2007; Velasco et al., 2007; Carrefio Ruiz, 1., 2012).

La principal ventaja que posee este tipo de marcadores es que son codominantes
(modelo de herencia no mendeliana en el que el estado heterocigoto no contiene un
alelo recesivo sino que ambos alelos se comportan como dominantes y ambas
caracteristicas se manifiestan sin mezclarse) y altamente reproducibles entre
laboratorios y técnicas de deteccion. Gracias a todas estas caracteristicas se han
considerado como marcadores de gran interés y utilidad para la construccion de
mapas genéticos ademas de para la identificacion varietal (Ramirez-Bello, J., 2013).

Algunos de los métodos usados para la deteccion de SNPs fueron los SSCPs, los
CAPs, técnicas de secuenciacion de ESTs, secuencias terminales de BACs o técnicas
como la secuenciacién de genomas completos como es el caso del genoma de la vid
(Carrefio Ruiz, I., 2012).

Por otro lado, los marcadores SSR, también llamados microsatélites o secuencias
simples repetidas, son regiones de secuencias genéticas pequefias formadas por de 2
a 5 nucledtidos que se repiten entre 5 y 10 veces y series que a su vez se repiten
muchas veces en todo el genoma, las cuales se encuentran muy repartidas por el ADN
(Zavala Martinez, K.C., 2002). Estas secuencias de ADN son altamente variables y
altamente mutables. La base genética que presentan del polimorfismo detectado es la
variabilidad del namero de repeticiones en tandem entre los individuos y de la
variacién del tamafio de los fragmentos amplificados (Moreno et al., 1997).

Las variaciones detectadas por los SSR son el resultado de cambios en el nUmero de
unidades repetidas (Lowe et al., 2004).

Ademéas de ser marcadores muy polimoérficos y abundantes, son codominantes,
altamente reproducibles y transferibles entre cruzamientos (Carrefio Ruiz, I., 2012).
Las repeticiones que ocurren en los SSR estan concentradas en regiones grandes del
ADN que no codifican para genes conocidos y que se han llamado macrosatelites, por
lo que es muy probable que no sean tan Gtiles como aquellos marcadores que estan
distribuidos al azar (Zavala Martinez, K. C., 2002).

Los SSRs presentan un nivel adicional de informacién gendmica que puede usarse
para diferenciar genotipos con alto grado de parentesco (clones) y usarse para los
estudios de mapeo genético y para la determinacion de polimorfismos (Masuelli, R. W.,
1999). Son excelentes marcadores moleculares sobre todo en el estudio de caracteres
cuantitativos y otros estudios genéticos en plantas, por ello han sido utilizados como
un planteamiento general para un mapeo genético en eucariotas (Zavala Martinez, K.
C., 2002).

El uso de estos marcadores iba a estar limitado debido a su dificil localizacién dentro
del genoma y debido a la necesidad de determinar previamente las secuencias que
flanquean la repeticion (Carrefio Ruiz, I., 2012). También estos marcadores SSR son
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muy utiles para el estudio de ligamientos genéticos en plantas y el mapeo fisico,
estudios poblacionales y la identificacion de variedades (Masuelli, R. W., 1999).

En las ultimas décadas estos marcadores han sido cominmente utilizados para la
identificacion y discriminacion de distintos cultivares de vid debido a su alto nivel de
polimorfismo, su herencia mendeliana codominante y su alta reproducibilidad (Zavala
Martinez, K. C., 2002).

La principal ventaja que presentan estos marcadores es que son muy informativos ya
gue, aunque solo permiten analizar un locus por experimento, permiten diferenciar las
variedades alélicas de los loci analizados y por tanto identificar grupos de ligamiento
entre diferentes mapas genéticos (Moreno et al., 1997).

Inicialmente, el desarrollo de nuevos microsatélites se consideraba laborioso. Un
inconveniente es que su desarrollo es bastante laborioso ya que deben identificarse y
secuenciarse regiones genomicas concretas como es el caso de las secuencias
adyacentes al microsatélite. Y, como para poder desarrollarlos se necesita conocer su
secuencia genética, en los primeros afios de uso eran menos NuMerosos que otros
marcadores de caracter dominante (Moreno et al., 1997). Inicialmente otro de los
inconvenientes que presentaba era que se necesitaba conseguir clones de las
secuencias repetidas pero poco a poco, se fueron proponiendo con el paso de los
afios otras formas alternativas que no requieren el clonamiento de estas secuencias,
pero parecen no ser tan eficientes como los SSRs basados en las propias secuencias
aleatorias (Zavala Martinez, K. C., 2002).

En la tabla 1 se recogen las principales caracteristicas de los marcadores mas
importantes utilizados en la elaboracién de los mapas genéticos. Cabe destacar que
los datos e informacidén que se desprenden de esta tabla, algunas caracteristicas de
los marcadores han evolucionado con el tiempo y, de alguna manera han cambiado su
nivel de aplicabilidad en la construccidon de mapas genéticos.

Tabla 1. Principales caracteristicas de los marcadores moleculares mas Utiles para elaborar los
mapas de vid y sus distintas propiedades (Elaboracion propia a partir de los articulos “Marcadores
moleculares: Qué son, como se obtienen y para qué valen” (Claros Diaz, 2019), “Breve revision de
los marcadores moleculares” (Rentaria Alcantara, 2002) y “Marcadores moleculares: una
herramienta para explorarla diversidad genética” (FAO, 2010) entre otros).

MARCADORES
PROPIEDADES
RFLP RAPD AFLP SNP SSR CAP VNTR
e e s Enzimas de PCR con brimers e'ﬁ'zﬁ’;s;f“ ;%“R PCR dirigida a Digestién con Hibridacién del ADN
b restriccion, aleato‘:ios de detgrm PCR regiones cortas y enzimas de los y técnicas basadas
Southern blot fragmentos repetidas productos de PCR en PCR
Variabilidad n®
. Cambio de Cambio de Variaciones de un repeticiones en . —
R Cambio de bases, o . Cambio de bases, Variabilidad n®
lneortls inserciones nserdones, | lasecuendadel | tamanode repeticianes en
[P deleciones ; ! ; ' deleciones tandem
deleciones deleciones ADN fragmentos
amplificados
oUTEEREE @ 6 Alta Muy alta Muy alta Media Muy alta Alta Variable
genoma
N'VEI qe Medio Medio Muy alta Muy alta Muy alta Medio Muy Alta
polimorfismo
Dominancia Codominante Dominante Dominante Codominante Codominante Codominante Codominante
Cantidad de ADN
requerido 2-10 ug 10-25 ug 10-25 ng 64-250 pb 20-50 ng 50-100 ng 20-50 ng
IRUmE e .SObre No No No Si Si No No
secuencia
Radiactividad Si/No No Si/No No No No No
Costes Medio/Alto Bajo Alto Alto Medio Medio Medio/Alto
Utilidad en mapas Alta Alta Alta Alta Media Desuso Alta
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Ademés de su importancia en la construccion de los mapas, todos estos marcadores
posibilitan la descripcion de los patrones genéticos en las poblaciones (Godoy J.A.,
20009.

Desde los primeros afios de los 2000 toda la informacién disponible sobre los
microsatélites identificados en el genoma de la vid se encuentran recopilados en la
base de datos UniSTS del NCBI (Centro Nacional para la Informaciéon Biotecnolégica)
(Martinez et al., 2006).

En el aflo 2000 los alemanes Buck y Zyprian construyeron los mapas genéticos de dos
variedades de Vitis vinifera (Regent y Lamberger) para conocer la base genética de
las resistencias a mildiu, oidio y podredumbre gris que presentan estas variedades.
Para la construccion de estos mapas genéticos utilizaron marcadores del tipo RAPD y
SCAR (Cervera et al., 2001). Sin embargo, este tipo de mapa no supuso un avance
sustancial en la construccion del mapa de la vid ya que utilizaba el mismo tipo de
marcadores que en la version de Lodhi.

Mientras tanto el grupo italiano integrado por M.S. Grando, D. Bellin, A. Madini, M.
Stefanini, C. Pozzi y R. Velasco se encontraba construyendo los mapas genéticos de
Vitis vinifera L. cv. Moscato bianco y Vitis riparia utilizando para su construccion
AFLPs y microsatélites para hacer posible la identificacion en el mapa genético de Vitis
riparia los loci que controlan los caracteres de resistencia que presenta esta variedad
frente a mildiu y oidio (Grando et al.,, 2000). Este mapa utiliz6 por primera vez
microsatélites en vid.

También tras la construccion del mapa de Lodhi, en Francia con el objetivo de
controlar la apirenia entre otros caracteres presentes en variedades de uva de mesa,
se estaban realizando estos analisis mediante la construccibn de mapas genéticos
utilizando para ello AFLP, Microsatélites, isoenzimas y SCAR (Lahogue et al., 1998).

En 2001 a manos de Cabezas y los demas miembros que integraban un proyecto
comun, se llevé a cabo un mapa integrado a partir de poblaciones provenientes del
cruzamiento entre 8 variedades de vid distintas. Estas variedades eran Dominga,
Autumn Seedless, Monastrell, Cabernet Sauvignon, Ruby Seedless, Moscatel de
Hamburgo y Sugraone) (Cabezas et al., 2001).

A partir de 2004 se desarrollaron nuevos microsatélites en vid y comenzaron a
utilizarse con mayor frecuencia marcadores moleculares del tipo SSR 0 microsatélites
ya que resultaban muy Utiles para comparar GLs (grupos de ligamiento) homdlogos
entre distintos mapas. A esta etapa corresponde el primer mapa integrado a manos de
Doligez junto a su grupo de trabajo, usando 5 progenies desarrolladas por diferentes
grupos de investigacion. Las progenies utlizadas fueron provenientes del
autocruzamiento de Riesling, del cruce entre Siraz y Garnacha, del cruzamiento entre
Chardoney y Bianxa, cruce de Riesling con Cabernet Sauvignon y otro proveniente del
cruzamiento entre variedades de uva de mesa (MTP2223-27: Dattier de Beyrouth x 75
Pirovano y MTP2121-30: Alphonse Lavallée x Sultanina). Este mapa contenia
alrededor de 502 marcadores SSR capaces de ser transferibles y muy utiles en la
construccion de otros mapas genéticos (Doligez et al., 2006).

Con las mejoras tecnolégicas en 2007, tuvo lugar el desarrollo de nuevos marcadores
moleculares del tipo SNP incorporandolos a los mapas genéticos y ademas, ese
mismo afio debido a la gran necesidad de encontrar QTLs (quantitative trait locus) de
un caracter cuantitativo relacionados con la resistencia a determinadas enfermedades
se llevd a cabo la creacion de otro tipo de mapa genético integrado a partir de otros 4
mapas parentales provenientes del cruce interespecifico entre Chardonay x Bianca y
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Cabernet Sauvignon empleando SSRs y marcadores derivados de genes analogos de
resistencia (RGASs) (Carrefio Ruiz, 1., 2012).

Al afo siguiente, en 2008 Vezzulli junto con otros investigadores crearon un mapa
integrado a partir de 3 cruzamientos intraespecificos en el que se incluyen 283 SSRs y
501 SNPs. (Siraz x Pinot Noir, Siraz x Garnacha, Cabernet Sauvignon x Riesling)
(Vezzulli et al., 2008).

En la siguiente tabla (Tabla 2) se muestra a modo de resumen un histérico de los
mapas genéticos de la vid de mayor relevancia desde la creacién del primer mapa de
vid hasta la actualidad.

Tabla 2. Descripcién de los principales mapas genéticos de la vid de forma cronolégica desde el
primer mapa creado para la especie del género Vitis hasta los que conocemos actualmente

(elaboracion propia).

HISTORICO DE MAPAS GENETICOS

Publicacién (*) Material vegetal utilizado Marcadores Usos
Llevar a cabo mejora genética de la vid de
Cavuga White Isoenzimas manera eficaz y estudio de caracteres
Lodhi et al , 1995 yug RAPDs relacionados con resistencia a oidio,

Aurore . . .
RFLPs podredumbre gris, tolerancia al frio y con
la produccién
g Regent RAPDs Conocimiento de la base genética de la
BB 2y, 2500 Lemberger SCARs resistencia a mildiu, oidio y podredumbre

Moscato Bianco AFLPS Identificacion en el mapa de los caracteres

Grando et al., 2000

Vitis riparia Mchx

Microsatélites

de resistencia que presenta Vitis riparia
frente a mildiu y oidio

Cabezas et al., 2001

Dominga
Autumn Seedless
Monastrell
Cabernet Sauvignon
Ruby Seedless
Moscatel de Hamburgo
Sugraone

AFLPs
Microsatélites

Estudios de la apirenia y estudio de
caracteres como fotorreaccion, tiempo de
floracion, tiempo de maduracion o vigor de
lacepa

Riesling x Riesling
Syrah x Garnacha
Chardoney x Bianca

Para la construccion de otros mapas

Doligez et al., 2006 Riesling x Cabernet SSRs "
. genéticos
Sauvignon
Cruce de dos variedades de
uva de mesa
Syrah x Pinot Noir, Encontrar en los mapas caracteres
Vezzulli et al., 2008 Syrah x Garn.acha SSRs relacionados con la resistencia a
Cabernet Sauvignon x SNPs A
- determinadas enfermedades
Riesling
; Riesling x Gewdrztraminer
CEIL T CIE Chardonay x Bianca SNPs Mapa de referencia del genoma de vid
2017 SSRs
Syrah x Garnacha
Ultimo mapa de integracion de la vid.
Facilita el estudio genético de la vid,
Red Globe evalla la vid y el descifrado de la base
Zhu et al., 2018 SNPs genética de rasgos econoémicos Yy

Venus Seedless

genéticos importantes. Proporciona datos
genéticos basicos para la mejora en
reproduccion de la vid.

* Las publicaciones correspondientes estan referenciadas en el apartado de BIBLIOGRAFIA.

En la actualidad, el mapa mas completo que se conoce es el de A. Canaguiera y su
grupo de trabajo, que crearon una nueva version para la union del genoma de
referencia de vid publicado por Jaillon et al. De la versién 8X y su anotacion VCost.
V3 y consiguieron desarrollar la version 12X del genoma de referencia (Canaguiera.,

2017).
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5.3. LOS MAPAS GENETICOS ACTUALES BASADOS EN LA
SECUENCIACION

El desarrollo de las nuevas técnicas de secuenciacion generadas a raiz del Proyecto
Genoma Humano (PGH) y su aplicacion masiva en las dos primeras décadas de los
afos 2000 llevé a desarrollar una nueva generacion de mapas genéticos.

La secuenciacion del genoma de referencia de la vid fue publicada por O. Jaillons y
otros autores en 2007, donde la secuencia para la primera version del genoma se
obtuvo usando la técnica de shotgun (Técnica para determinar la secuencia del ADN
del genoma mediante la ruptura del mismo en una coleccién de pequefios fragmentos
de ADN ordenados de forma individual. Mediante una serie de coincidencias en la
secuencia del ADN que descifra un programa informatico, se colocaran los fragmentos
individuales en el orden correcto para construir el genoma) del genoma completo
utilizando para ello la tecnologia de secuenciacion de Sanger (Canaguiera, 2017) que
consiste en sintetizar secuencialmente la hebra de ADN complementaria a la hebra
molde de cadena simple mediante el enzima ADN polimerasa (Garrigues F., 2017).

Esta version del genoma se recopild6 mediante lecturas que representan una cobertura
de 8X. Mas adelante, se realizé una mejora del ensamblaje mediante la adicion de 4X
de cobertura adicional, incluyendo mas secuencias finales de cromosomas artificiales
bacterianos para una mejora del esqueleto de la secuencia. Los soportes y secuencias
en bruto resultantes asi como un conjunto de cromosomas nuevos basados en una
nueva versién mejorada de los mapas usados para la version del genoma 8X, se
ubicaron en los archivos del EMBI (Laboratorio Europeo de Biologia Molecular).

Aunque ha habido algunos borradores intermedios y se ha llevado a cabo la
costruccion de mapas nuevos como el caso de la construccion de un mapa de nueva
generacidn altamente saturado de Vitis (Zhu et al., 2018), la versidn mas completa y
fiable actualmente es la que se describe en el articulo de A. Canaguiera y otros
autores en 2017 que lleva por titulo “A new version of the grapevine reference genome
assembly (12X.v2) and of its annotation (VCost.v3)”.

Estas técnicas de ensamblaje y lectura en profundidad para conseguir una mayor
cobertura que mejoré los mapas genéticos se conoce dentro de todo el conjunto de
vides como la version 12X. vO del genoma de referencia de vid.

Esta nueva version requeria algunas mejoras que solucionaran la falta de anclaje a los
cromosomas de algunas secuencias que suponian en torno a un 9% de la secuencia y
ademas existia otro 3,5% de la secuencia que podia unirse a algunos cromosomas
pero de manera aleatoria sin mucha certeza de ser el correcto.

Por tanto, el ensamblaje cromosémico del genoma de referencia de vid se mejord
usando dos estrategias distintas. La primera consisti6 en la saturacibn mediante
marcadores SNP de 6 mapas parentales, y la otra usando para los andamios o
estructuras una colecciébn de secuencias emparejadas y apareadas mediante
fragmentos de ADN de 2kb de la variedad Kishmish vatkana de la especie V. vinifera.
El resultado fue la version 12X.v2 del ensamblaje del genoma de referencia de la vid.

Todas estas versiones del ensamblaje del genoma han ido acompafiadas de una
exhaustiva anotacion de genes que consiste en la basqueda in silico dentro de la
secuencia de aquellas caracteristicas propias de los genes o secuencias similares a
genes ya descritos para otras especies. La anotacion de la primera versién del
genoma, la version 8x, incluia 30.434 genes. La primera versién mejorada del genoma,
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conocida como 12X.v0, contenia 27.043 genes putativos lanzada por el NCBI (Centro
Nacional de Informacién Biotecnoldgica). La version 12X.v1l resultado de la union de
la vO y una prediccion de genes mediante un software contenia 29.971 genes y la
tltima version del ensamblaje del genoma, la version 12X.v2, la conformaban 33.568
genes.

Para llevar a cabo la elaboracién de los mapas genéticos de alta densidad sobre el
genoma de referencia de vid se utilizaron 3 poblaciones de mapeo. La primera
poblacién constaba con 120 individuos proveniente de dos cruces de especies de V.
vinifera, estos fueron cruces entre el clon 49 de la variedad Riesling con el clon 643 de
la variedad Gewdurztraminer (Riesling x Gewidrztraminer). La segunda poblacion
contaba con 358 individuos provenientes del cruce entre la variedad Chardonay de la
especie de V. vinifera con la subespecie de V. vinifera “Bianca” (Chardonay x Bianca).
Y, por ultimo, una poblacion constituida por 192 individuos provenientes de dos cruces
reciprocos entre la variedad Syrah perteneciente a una especie de V. vinifera y la
variedad Garnacha al igual que la anterior procedente de una especie de V. vinifera
(Syrah x Garnacha). Los posibles errores en los datos producidos en la segregaciéon
fueron revisados de manera meticulosa en estos mapas.

Para conseguir el ensamblaje o unién correcta de los cromosomas se hizo siguiendo 3
pasos. El primer paso fue alinear todos los marcadores en los andamios del
ensamblaje del genoma 12X generandose un primer orden basado en los resultados
obtenidos contando Unicamente con los mapas de los progenitores. El segundo paso
fue realizar las uniones ente los andamios adyacentes se conformaron usando
informacién de pares de parejas. Tan solo los andamios con un anclaje de al menos
dos mapas o de un mapa y una union de pareja fueron retenidos en el ensamblaje. El
altimo paso fue realizar las interacciones necesarias entre los andamios colocados en
las extremidades de los cromosomas de forma manual para poder detectar la
presencia de telomeros repetidos, permitiendo asi el anclaje de estos andamios vy
poder corregir su orientacién si fuera preciso o en su caso confirmar hacia donde se
encuentran orientados.

Los marcadores que se utilizaron para ordenar y orientar los andamios de la estructura
del genoma de referencia de la vid fueron marcadores SSR, marcadores SNP
desarrollados a partir de la resecuenciacion de Sanger y para la progenie resultante
del cruce de Riesling con Gewirztraminer e utilizaron 1580 marcadores SNP.

Para el mapeo del genoma de referencia de vid mediante los 6 mapas parentales
desarrollados, los loci mapeados se distribuyeron bastante bien entre los cromosomas
usandose desde 100 loci para los menos cubiertos hasta 242 loci para los mas
cubiertos.

Los marcadores comunes entre los mapas corresponden fundamentalmente con los
marcadores SSR, y fueron muy importantes para poder conocer el orden relativo que
los contigs (segmentos de ADN superpuestos, que juntos representan una region
consenso de ADN) habian anclado en cada mapa parental individual.

Para llevar a cabo el ensamblaje del genoma de la versién 12X.v2 los marcadores no
redundantes se alinearon en los andamios de la secuencia del genoma de referencia
de V. vinifera, obteniéndose como resultado un primer borrador de ensamblaje de los
cromosomas. Para ello se utilizaron 103.463.614 lecturas de una longitud media de
unas 100 pb de illumina (Secuenciacion de siguiente generacion o NGS que es una
metodologia de alto rendimiento que permite la secuenciacion rapida de los pares de
bases en muestras de ADN o ARN con baja tasa de error y con bajo coste) y a partir
de 51.731.807 inserciones de un tamafio promedio de 2 kb a partir de una Unica
biblioteca de la variedad de vid Kishmish Vatkana. Estas lecturas se alinearon en los
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extremos de la secuencia de los andamios de la secuencia del genoma de referencia
de V. vinifera para generar solapamientos entre los andamios. Los alineamientos se
inspeccionaron manualmente, teniendo en cuenta los datos resultantes de los mapas
genéticos. La combinacion de estas dos capas de informacion ademas de una
verificacion de forma manual de la presencia de repeticiones teloméricas en la
extremidad de los cromosomas hizo posible el desarrollo del conjunto de datos de
ensamblaje del cromosoma 12X.v2. Esta version se compone de 9 cromosomas de vid
gue contienen 366 andamios con un total de 458.641.822 pares de bases, una
pseudomolécula adicional de 2.654.308 pares de bases llamada chrOO formada por
1.692 andamios restantes que aun no han sido anclados.

El ensamblaje de la versiébn v2 consta de 19 secuencias de cromosomas y una
pseudomolécula aleatoria de cromosomas.

El ensamblaje de la version 12X.v2 contiene una secuencia mas orientada que la
version 12X.v0 y casi todas las secuencias de cromosomas se benefician de esta
mejora.

Este mapa genético tiene una complejidad mucho mayor y una fiabilidad mucho mas
alta que el primer mapa de vid ya que se ha logrado avanzar en todos estos afios en
nuevas técnicas que puedan resultar Utiles a la hora de realzar mapas de vid y aportar
una cantidad de informacion infinitamente mayor que el primer mapa generado por M.
A. Lodhi.

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

Hasta el desarrollo de las técnicas moleculares de marcadores y de secuenciacion del
genoma, se sabia muy poco sobre la genética de la vid, debido a sus caracteristicas
genéticas: alta heterocigosis, amplia juvenilidad y a que sus principales caracteristicas
dependen de numerosos genes que interaccionan entre si y con el ambiente.

La elaboracion de mapas genéticos en la vid aporta conocimientos relevantes para la
mejora de las variedades de vid tanto a nivel de vinificacibn como a nivel agronémico y
permite obtener mayor conocimiento sobre las interacciones de la vid y el medio. La
caracterizacion genética de la vid, permitird llevar a cabo dos de las estrategias mas
importantes de mejora genética en vid: la mejora mediante cruzamientos y seleccion
de descendientes y la mejora basada en técnicas de ingenieria genética.

Por otro lado, la diversidad genética se considera como un elemento indispensable
para el futuro de la vid, de forma que las variedades y clones sean capaces de
adaptarse a las necesidades ambientales y a las necesidades del mercado. Todo esto
se refleja también en la estructura de los mapas genéticos de la vid. Una amplia
mayoria de las variedades de vid que podemos encontrar en el mundo van a poder ser
identificadas por medio de cualquiera de los marcadores moleculares de los que he
hablado en este trabajo y por extension podran ser mapeadas.

En los dltimos afios se han llevado a cabo numerosos esfuerzos para poder obtener la
mayor cantidad de informacion acerca del genoma de la vid, y se ha producido asi un
rapido incremento de los recursos y del nimero de herramientas del que disponer para
la investigacion en este ambito genético. Toda esta nueva informacion sobre el
genoma de la vid ha sido posible en parte gracias a la construcciébn de mapas
genéticos que han ayudado a plasmar la localizacién e identificacion de los diversos
caracteres y ayudar con esto a la diferenciacion o distincion entre variedades de vid.
La identificacion de genes y marcadores moleculares en los mapas genéticos, que
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controlan los caracteres de calidad, acelerard el proceso de mejora creando nuevas
oportunidades para este cultivo.

Desde 2007 disponemos de toda la secuencia del genoma de la vid (Jaillon et al.,
2007; Velasco et al., 2007), sin embargo, aun queda mucho esfuerzo por hacer
respecto a la identificacion de genes interesantes y de las posibles variaciones de
nucleétidos (alelos) precursoras de la variacion fenotipica de los diversos caracteres
de interés dentro de la vid. En los Gltimos afios se ha empezado a integrar todo este
conocimiento, que se ha obtenido con técnicas diferentes y sobre variedades o cruces
diferentes a lo largo del tiempo. Este esfuerzo de integracién ha dado como resultados
algunos de los mas modernos y completos mapas: Canaguiera y Zhu , sobre los que
se sigue trabajando actualmente. Actualmente, en la base de datos del NCBI se han
identificado mas de 15000 unigenes del género Vitis. Ademas, se han ido produciendo
numerosos mapas genéticos (Doliged et al., 2002; Grando et al., 2003; Zyprian et al.,
2003; Fischer et al., 2004; Riaz et al., 2004; Adam-Blondom et al., 2004; Cabezas et
al., 2006) donde muchos de ellos han sido integrados en un mapa de referencia
(Doligez et al., 2006; Cutillas et al., 2009).

En este sentido, el programa internacional del genoma de la Vid (IGGP, International
Grape Genome Program), creado en 2001 para promover la colaboracion internacional
y desarrollar recursos utilizables por la comunidad cientifica de la vid, ha contribuido a
liberar y ordenar muchos de los resultados obtenidos en distintas bases de datos
publicas (Cutillas, et al., 2009).

Ademas, existe una plataforma denominada “Proyecto Genoma de Vitis vinifera” en el
centro de secuenciacion GENOSCOPE (Francia) en la que se encuentra la secuencia
de todo el genoma de Vitis vinifera. Esta base de datos, que es de acceso libre y
gratuito, permite conocer, con toda exactitud, la secuencia de cada uno de los
cromosomas y acceder en tiempo real a toda la informacion que se vaya obteniendo
sobre cualquier gen y sobre toda la informacidn genética de la vid. Este proyecto me
parece de gran importancia como referencia en la busqueda de informacion acerca de
cualquier dato o aspecto del genoma de vid.
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