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1 RESUMEN

Las variedades de vid uso actual son el producto de una serie de sucesos que se han
dado a lo largo del tiempo: domesticacion de la vid, hibridaciones espontdneas o
artificiales y mutaciones puntuales.

La mejora genética es un proceso que se ha llevado a cabo intuitivamente por los
viticultores al seleccionar y propagar los individuos con determinados rasgos de interés.
Sin embargo, la participacién de los genetistas en estos procesos comenzé tras la
llegada de la filoxera (Viteus vitifoliae) procedente de América. Desde entonces, han
sido numerosos los intentos de mejora llevados a cabo en el &mbito de la genética de
la vid. Gracias a la mejora genética clasica se pudo dar una respuesta a la filoxera al
hibridar diferentes especies de vides americanas para ser utilizadas como portainjertos.
También se llevaron a cabo hibridaciones entre especies de vides americanas y
europeas con el objetivo de obtener plantas resistentes a hongos como el oidio y el
mildiu, con un éxito variable.

En la actualidad el conocimiento de determinados marcadores moleculares asociados a
rasgos de interés y las herramientas de modificacion genética como la transformacion
mediante Agrobacterium tumefaciens o mediante CRISPR-Cas9, abren nuevas
expectativas de precision en la mejora genética. A esto hay que sumar el ARN de
interferencia como método de silenciamiento de genes, la cual quedaria fuera de la
legislacion europea sobre organismos modificados, uno de los mayores obstaculos en
la investigacion en este campo.

Palabras clave: vid, viticultura, domesticacion, mejora genética, marcadores
moleculares, seleccién, hibridaciones, CRISPR-Cas9, Agrobacterium tumefaciens,
ARNi.

ABSTRACT

The grapevine varieties currently in use are the product of a series of events that have
occurred over time: vine domestication, spontaneous or artificial hybridization and
specific mutations.

Genetic breeding is a process that has been carried out intuitively by winegrowers by
selecting and propagating individuals with particular traits of interest. However, the
involvement of geneticists in these processes began after the arrival to Europe of
phylloxera (Viteus vitifoliae) from America. Since then, numerous breeding attempts
have been made in the field of grapevine genetics. Thanks to classical breeding, it was
possible to respond to phylloxera by hybridizing different species of American grapevines
to be used as rootstocks. Hybridizations were also carried out between American and
European grapevine species with the aim of obtaining plants resistant to fungi such as
powdery mildew and downy mildew, with random success.

At present, knowledge of certain molecular markers associated with traits of interest and
genetic modification tools such as transformation by Agrobacterium tumefaciens or by
CRISPR-Cas9, open up new expectations of precision in genetic breeding. To this must
be added the RNA interference as a method of gene silencing, which would remain
outside the European legislation on modified organisms, one of the greatest obstacles
to research in this field.
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2 INTRODUCCION

2.1 Principales hitos en la historia de la viticultura

La vid (Vitis vinifera L. subsp. vinifera) es, en la actualidad, uno de los cultivos mas
importantes y con mayor superficie a nivel mundial y ha tenido una gran influencia en la
cultura occidental a lo largo de la historia. Histéricamente, el vino era considerado un
regalo de los dioses: Osiris en Egipto, Dionisio en Grecia y Baco en Roma.

Los dibujos en las copas y recipientes conservados de la época griega demuestran la
importancia que el vino y las uvas tenian para ellos. No se sabe con certeza quién
introdujo la viticultura en el pueblo griego. Una posibilidad es que lo hicieran los Hititas
desde Anatolia en su migracibn hacia Grecia y el Mar Egeo, y el posterior
establecimiento de la civilizacion Minoica (2200 — 1400 a.C.). Sin embargo, hay
constancia de varias rutas desde el Caucaso hacia Grecia, pudiéndose haber
introducido la viticultura mas de una vez (Mullins et al., 1992).

Fueron los griegos y los fenicios quienes llevaron la viticultura hacia el este de Europa
(Cartago, Sicilia, sur de Italia, Espafia (Prados Martinez, 2011) y Francia.). Los romanos
aprendieron de los griegos a cultivar la vid y la difundieron hacia el norte a través del
valle del Rin. Con la expansién del Imperio Romano, la viticultura y la enologia quedaron
establecidas a lo largo de todo el Imperio (300 d.C.). En paralelo, la importancia de los
vinos de misa (también llamados sacramentales) tras la expansién del cristianismo
aseguraba que el patrén de cultivo de la vid tenderia a seguir el patron de asentamiento
y conversion cristianos (Mullins et al., 1992).

Tras la caida del Imperio Romano, el cultivo de la vid también disminuy6. La necesidad
de continuar con la produccion de los vinos de misa provocé que los monasterios se
convirtieran en centros para la conservacion de la viticultura y la enologia. Asi, la
expansion del cristianismo hacia el norte de Europa, marcé el auge del comercio del
vino y solo en torno al afio 1000 d.C. el consumo de vino se desligé de los &mbitos social
y religioso a los que estaba vinculado (Gerrath et al., 2015).

Entre el afio 1000 y la actualidad, hay tres hechos importantes que merecen ser
mencionados por sus consecuencias para la viticultura:

e Laguerrade los 30 afios (1618 - 1648): Provocd la destruccién y abandono de
gran parte del vifiedo centroeuropeo, principalmente en Alemania (Johnson,
2004).

e El gran invierno de 1709: Un periodo continuado de frio y heladas supuso la
pérdida de la mayoria de la superficie del vifiedo aleman y del norte de Francia
(Derham, 1708 - 1709).

e La propagacion de la filoxera (Viteus vitifoliae) en Europa: Las primeras
manifestaciones de este patdgeno (procedente de Norteamérica) en Europa
se produjeron en Inglaterra hacia 1863, aunque recientes analisis de ADN
mitocondrial sugieren que el patégeno se introdujo a través Francia en raices
de V. riparia (Downie, 2002). En 1883, y después de intentar diversas
estrategias de control de esta enfermedad, a través de mejora genética, se
lleg6 a la conclusion de que el Unico remedio eficaz frente a la filoxera era el
uso de vides americanas como portainjertos de las vides europeas (Riley,
1883). De esta manera se consiguié salvar una buena parte del patrimonio
viticola europeo.
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A finales del siglo XIX, la produccion de uva se recuperd y continud su crecimiento con
Espafa, Francia e Italia como los principales productores. A pesar de la expansion
mundial de la viticultura y de su importancia creciente en paises emergentes, estos tres
paises europeos estan dentro de las 4 primeras posiciones, siendo China el tercer pais
con mayor superficie viticola tras Espafia y Francia (OlV, 2021).

2.2 Posicién taxonémica de la vid

La vid pertenece a la familia de las Vitaceas (Vitaceae), que agrupa taxonémicamente
16 géneros y aproximadamente 950 especies (Wen et al., 2018), de las cuales 60 se
corresponden con especies silvestres interfértiles del género Vitis, que se distribuyen a
lo largo de Europa, Norteamérica y Asia en diferentes situaciones climatologicas
(mediterranea, subtropical y continental-templada). En la Figura 1 se recoge un arbol
filogenético de las vitdceas recientemente publicado. De todas estas especies, Vitis
vinifera es la Unica ampliamente utilizada en la industria vitivinicola actual. Es también
la Unica especie del género Vitis autéctona de Eurasia y, segin algunos autores, la
primera en aparecer hace 65 millones de afios (de Saporta, 1879).
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Figura 1. Arbol filogenético de las vitaceas. Las flores hacen referencia al nimero de pétalos que presentan
las flores. Fuente: Wen et al., 2018.
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La vid silvestre es una liana heliéfila (precisa de la luz directa del sol para desarrollarse)
gue se desarrolla generalmente a lo largo de las riberas de los rios y en bosques
aluviales caducifolios 0 semi-caducifolios. Las poblaciones de vides silvestres estan en
continuo declive, siendo una especie en peligro de extincibn como consecuencia de la
entrada de los patégenos norteamericanos y la destruccion de sus habitats naturales
(Arnold et al., 2005). Esto supone un problema de conservacién de la biodiversidad.

La gran mayoria de variedades actuales, independientemente de su uso (uva de mesa,
uva pasay uva de vinificacion) estan clasificadas como Vitis vinifera L. subsp. vinifera 'y
derivan de las vides silvestres clasificadas como Vitis vinifera L. subsp. sylvestris, de las
gue se diferencian en algunos aspectos morfologicos (Levadoux, 1956; Zohary, 2003).

La mejora genética consiste en la seleccion y propagacion de individuos (obtenidos a
través de diferentes métodos) cuyas caracteristicas puedan resultar Gtiles al ser
humano. Entre ellos destacan los siguientes: hermafroditismo, alta fertilidad y
productividad, tamafio de la baya, contenido en azlcar, acidez, etc. (Bacilieri et al.,
2013). Las variedades de uso actual son producto de varios sucesos que se han dado
a lo largo de la historia:

o La domesticacion de la vid
¢ Hibridaciones espontaneas o artificiales
e Mutaciones

3 JUSTIFICACION

La vid es uno de los cultivos lefiosos mas importantes desde el punto de vista tanto
econémico como historico. La entrada de la filoxera, el oidio y el mildiu a través de los
intercambios comerciales con América supusieron un cambio sustancial en su forma de
cultivo. La necesidad de utilizar portainjertos adecuados para los diferentes suelos
viticolas europeos sumada a la necesidad de frenar los efectos del oidio y el mildiu
fueron las causas de una primera explosion de la mejora genética dedicada al cultivo de
la vid a finales del siglo XIX. Sin embargo, la mejora genética tradicional es un proceso
lento que no llegd a producir los resultados esperables en el corto plazo disponible para
solventar la pérdida de vifiedo europeo, por lo que finalmente se recurrié al injerto.

Los avances en biologia molecular que se han ido produciendo desde finales del siglo
XX han supuesto un cambio importante en la metodologia de trabajo de la mejora
genética. Por su parte, los marcadores moleculares han supuesto una reduccion
sustancial del proceso de mejora por cruzamientos, a través de las técnicas de MAS
(Mejora Asistida por Marcadores), ademas de ser una herramienta indispensable dentro
del ambito de la seleccién clonal y la identificacion varietal. Por otro lado, la
transformacién genética mediante Agrobacterium tumefaciens supuso una verdadera
revolucion a la hora de obtener individuos modificados genéticamente de una forma
mucho maés precisa y rapida que la mejora tradicional. Sin embargo, la legislacion
restrictiva que impera dentro de la Unién Europea con respecto a los transgénicos ha
impedido que existan plantaciones comerciales con variedades obtenidas a partir de
esta técnica. A esto hay que sumar las dificultades para la regeneracion de plantas tras
su transformacion.

Ya en el siglo XXI, el desarrollo del complejo CRISPR/Cas9 y sus posibilidades tanto de
introduccion de genes de interés como de edicion de genes hacen de esta técnica una
herramienta muy util de cara a los desafios que se puedan presentar en la viticultura del
futuro. Otras técnicas, aun en estudio, podrian dar grandes resultados en los proximos
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afnos. Entre ellas destaca el ARN de interferencia, una herramienta capaz de disminuir
tanto la susceptibilidad de la vid frente a diferentes patdgenos como la virulencia de los
mismos. Presumiblemente, esta técnica no entrard dentro de la legislacion de
transgénicos, lo cual la convierte en una posible candidata a sustituir a los productos
fitosanitarios actuales.

La reduccion del uso de fungicidas y pesticidas en favor de una viticultura mas sostenible
comienza a ser un tema de preocupacion dentro del sector y sera necesario estar
preparado para poder hacer frente a dicha situacion.

El objetivo de la presente revision bibliografica es analizar el estado actual de la mejora
genética de la vid, ya que, a dia de hoy el desarrollo de todas estas técnicas, junto con
la evaluacion y la conservacion eficaz del germoplasma existente en gran cantidad de
vifiedos antiguos, seran las responsables de hacer frente al contexto de cambio al que
se enfrenta la viticultura mundial.

4 OBJETIVOS

Los principales objetivos de esta revision bibliogréafica son los siguientes:

e Revisar el proceso evolutivo de la vid desde las vides silvestres hasta las vides
actuales

e Revisar las técnicas de mejora genética clasicas y su aplicacion en vid

e Revisar el uso de marcadores moleculares en identificacion, certificacion y
mejora de la vid

e Revisar las modernas tecnologias de introduccién de genes y de control de su
expresion

5 METODOS Y MATERIALES

5.1 Busqueday recopilacion de informacién

Esta revision bibliogréfica se ha elaborado utilizando diferentes buscadores de interés
académico como Web of science (WOS), Uva Doc, Springer link o Google Scholar entre
otros, para luego llevar a cabo una seleccion de los articulos, tesis o libros teniendo en
cuenta la relevancia de los autores, asi como el nUmero de citas en las que aparecen
en otros articulos o libros. Se ha tenido en cuenta también la fecha de publicacion para
los articulos consultados mas actuales.

Los métodos utilizados para buscar y recopilar informacién relacionada con el tema de
esta revision han consistido en la busqueda de palabras clave (keywords) en inglés en
los buscadores mencionados anteriormente. Ademas, otro método de busqueda ha sido
la consulta de las referencias correspondientes a la mayoria de los articulos de interés.

De cara a obtener informacién sobre algunas de las técnicas que se mencionaran en
este trabajo, se ha recurrido a la consulta de bibliografia correspondiente a otras
especies vegetales para facilitar la compresién y la redaccion del texto.

5.2 Elaboracion de larevision bibliografica

Para la elaboraciéon de la revision se ha elaborado un esquema conceptual con los
acontecimientos que han supuesto cambios importantes en la historia de la mejora
genética de la vid. El esquema conceptual consta de los siguientes puntos:

e La mejora genética anterior y posterior a la invasion de la filoxera
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e Las selecciones clonales y sanitarias
¢ La mejora genética asistida por marcadores moleculares
¢ Las técnicas de modificacién genética y el control de la expresion

A partir de este esquema conceptual se han elaborado de la forma mas ordenada
posible (desde el punto de vista cronoldgico) los diferentes capitulos de la revision
bibliogréfica.

Esta revision bibliografica se ha llevado a cabo siguiendo las normas recogidas en el
documento “Normas de Estilo y Formato de TFG Enologia” asi como en la nueva
propuesta aprobada por la Junta de Centro y el Comité del Grado de Enologia que entré
en vigor en el curso 2018/2019, en formato de “Normas de Revision bibliografica para
Enologia”.

Gran parte de la informacion sobre cémo ha avanzado el cultivo de la vid a lo largo de
la historia y la mejora genética esta recogida en libros y articulos publicados a partir de
1980. A la hora de discriminar contenido, se ha tenido en cuenta principalmente la
claridad de lo expuesto ademas del impacto o la fecha de publicacion.

6 REVISION BIBLIOGRAFICA

6.1 Los inicios de la mejora genética: la domesticacion

La domesticacion de la vid es el primer resultado remarcable de la mejora genética del
cultivo y, aunque parece ligada al descubrimiento del vino, no esté claro cuél de los dos
sucesos precedi6 al otro (Royer, 1988; McGovern, 2013).

En el caso de la vid, al seleccionar de forma intuitiva las vides mas aptas para su cultivo,
se seleccionaron automaticamente y de forma inconsciente las que mostraban mayor
productividad (las plantas hermafroditas, aunque la vid silvestre es dioica; y las mejor
adaptadas a las practicas de cultivo: homogeneidad en la fenologia, buena respuesta a
la poda, al estaquillado, etc.). Asi, la domesticacién de la vid fue un proceso muy gradual
apoyado en fenbmenos como la reproduccién sexual, la propagacion vegetativa y a la
aparicion y seleccion intuitiva de mutaciones somaticas (This et al., 2006).

Respecto a la reproduccion sexual, conviene recordar que la vid es una especie
altamente heterocigotica, es decir, que presenta alelos diferentes para cada posicion (o
locus del genoma). Por consiguiente, cada descendiente heredard una combinacion
distinta de alelos, por lo que, con cada evento de reproduccion sexual de la vid, ya sea
espontdnea o provocada, se producen numerosos individuos (uno diferente por cada
semilla) todos ellos distintos entre si y distintos de los progenitores (This et al., 2006).

Una vez obtenida una progenie, a partir de un cruzamiento, habré que seleccionar entre
todos esos descendientes, y de la forma mas eficaz posible, aquel cuyo fenotipo
particular, como un nivel particular de productividad, puede ser un proceso largo
teniendo en cuenta el periodo juvenil de la planta (de 3 a 5 afios) y el tiempo posterior
para evaluar sus aptitudes ya sea uva de mesa o uva de vinificacion (This et al., 2006).

A su vez, y debido a la gran complejidad genética de los rasgos de interés de la vid,
pueden ser necesarias varias generaciones (varios eventos de reproduccion sexual
independientes y sucesivos) para obtener las caracteristicas deseadas. Una vez
identificado el individuo deseado, este ya se puede propagar asexualmente mediante
estaquillas para obtener vifiedos homogéneos. Aunque la multiplicacién asexual
asegura que todos los individuos son iguales a sus progenitores, la aparicién de
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mutaciones somaticas en cualquier individuo de dicha poblacion puede dar lugar a la
aparicion de diferentes genotipos y a veces de diferentes fenotipos, como es el caso
bien documentado de la variedad Tempranillo Blanco (Martinez et al., 2001).

El conocimiento e identificacion del progenitor silvestre de un cultivo es el prerrequisito
principal para poder reconstruir su evolucién tras producirse su domesticacién. Una vez
se conocen en profundidad tanto la distribucion (Figura 2) (con la intencién de conocer
dénde pudo tener lugar la domesticacion) como las caracteristicas del ancestro silvestre,
se puede llevar a cabo la comparaciéon para determinar exactamente lo que ocurrié
durante todo ese proceso (Zohary, 2003).

Figura 2. Distribucion espacial de Vitis vinifera subsp. sylvestris. Fuente: McGovern et al., 2013.

Las vides silvestres se distribuyen a lo largo del sur de Europa y el oeste de Asia. Su
habitat natural son las riberas de los rios y bosques aluviales caducifolios o semi-
caducifolios. En zonas de oriente proximo las vides silvestres se suelen encontrar en
desfiladeros y en las proximidades de los arroyos, aunque también se han encontrado
poblaciones silvestres en zonas templadas de Europa a lo largo del Rin y el Danubio. Y,
segun Zohary (2003), hay hallazgos paleobotanicos que indican que durante los
periodos mas calidos del Pleistoceno y el Holoceno las vides silvestres se llegaron a
extender incluso mas al norte.

Las diferencias entre las especies silvestres y cultivadas son notables no solo a nivel
morfolégico, sino a nivel genético, como demuestran distintos estudios basados en
técnicas moleculares (SNP: Polimorfismo de nucledtido Unico y SSR: Repeticion de
secuencias discretas) (Lopes et al., 2009; Aradhya et al. 2003). A nivel morfoldgico, las
principales diferencias entre las vides silvestres y las cultivadas se dan en las hojas,
racimos, flores (la vid pasa de ser una especie dioica a una hermafrodita) y pepitas, tal
como se indica en la Figura 3.
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Figura 3. Diferencias morfolégicas entre las vides cultivadas (a la izquierda) y las vides silvestres (panel
derecho). Fuente: This et al., 2006.

No hay un consenso generalizado sobre si hubo uno o varios eventos de domesticacion
y dénde tuvieron lugar. Una serie de hallazgos de recipientes de ceramica apuntan a
gue la domesticacion se produjo en el Caucaso entre el 4000 a.C. y 6000 a.C. (Mc
Govern et al.,, 2007). Otros autores apuntan a que se produjo otro evento de
domesticacién en la regiébn mediterranea, como apunta un estudio basado en el
polimorfismo del ADN de cloroplastos (Arroyo-Garcia et al., 2006) y otro, desarrollado
en Portugal basandose en andlisis de SSR (Lopes et al., 2009).

6.2 Lamejoragenéticaclasicay laerade lafiloxera

6.2.1 Efecto de la filoxera sobre el vifiedo europeo

Aunque ya se practicaba sobre otros cultivos, la mejora genética comenz6é a
desarrollarse en la vid en los inicios del siglo XIX en Norteamérica. Los colonos no fueron
capaces de cultivar las vides traidas de Europa (Vitis vinifera) como acostumbraban
debido a diferentes causas como las fuertes heladas, los dafios producidos por insectos
como la filoxera y la presencia endémica de patégenos como el oidio y el mildiu. Por el
contrario, las vides americanas, eran muy resistentes a estas condiciones ambientales,
pero producian vinos de escasa calidad organoléptica. En 1822, investigadores de la
Universidad de Harvard recomendaron el desarrollo de hibridos entre las vides europeas
y americanas con el fin de combinar el sabor procedente de las vides europeas con la
resistencia a enfermedades y plagas de las vides americanas. Durante las siguientes
décadas, diferentes mejoradores americanos obtuvieron diferentes variedades, algunas
de ellas conocidas como Ada, Brighton, Diamond, Herbemont o Isabella. A las
variedades obtenidas durante este periodo se las conoce como hibridos americanos
(Eibach & Topfer, 2015).

En Europa, previamente a la invasion de la filoxera eran escasos los ejemplos de mejora
genética dirigida. Los mas importantes fueron: en 1824, Louis Bouschet obtuvo la
variedad Petit Bouschet, procedente del cruce entre las variedades Teintourier y
Aramon. Posteriormente, su hijo, Henri Bouschet obtuvo la hoy conocida como
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Garnacha Tintorera a partir del cruce entre Petit Bouschet y Garnacha (Santiago et al.,
2008). La Garnacha Tintorera ha sido una de las variedades mas cultivadas en
determinadas zonas del noroeste de Espafia y también cultivada en diferentes zonas de
Europa. Henri Bouschet también obtuvo otras variedades mediante cruzamientos,
algunas de las cuales también se cultivaron por diferentes zonas del continente europeo.

Aungue tradicionalmente se han considerado como producto de cruces espontaneos,
hay algunos autores que afirman que algunas de las variedades de uso actual mas
afamadas son producto de cruces intencionados. Algunos ejemplos son el Cabernet
Sauvignon (Sauvignon Blanc x Cabernet Franc, siglo XVII) y algunas de las variedades
Borgofiesas como Aligoté, Auxerrois, Chardonnay, Gamay Noir o Melon, todas ellas
procedentes de cruces entre la Gouais Blanc y otras variedades como la Pinot Noir
(Bowers et al., 1999; Myles et al., 2011).

La entrada de la filoxera (1863) en Europa, ademas de la entrada del oidio (1845) y del
mildiu (1878) fueron los detonantes de la explosion de la mejora genética de la vid en
Europa. La destruccién de miles de hectareas de vifiedo inicialmente en Francia provocé
que cientificos, viticultores y mejoradores se pusieran manos a la obra para dar
continuidad al cultivo de la vid con el fin de mitigar los efectos de la filoxera y los dafios
causados por el mildiu y el oidio. Sin embargo, este interés no pudo evitar la enorme
pérdida de biodiversidad tanto de vides cultivadas como de las silvestres.

En 1869 Leo Laliman, un viticultor de Burdeos, informd de que algunas especies de
vides americanas eran mas resistentes a la filoxera que Vitis vinifera, lo que corroboré
Gaston Bacille en 1871. Estas dos personas sugirieron por primera vez la idea de injertar
las vides europeas sobre las vides americanas (Pouget, 1990). Posteriormente en 1883,
se adopta el injerto como la Unica via eficaz para luchar contra la filoxera.

Las vides americanas se utilizaron (y se siguen utilizando) como portainjertos, tanto de
forma directa, como a través de la obtencién de hibridos interespecificos resistentes a
diferentes enfermedades, lo que constituye uno de los ejemplos mas notorios de control
bioldgico frente a una plaga.

6.2.2 La mejora de los portainjertos

En 1885, Pierre Marie Alexis Millardet estableci6 una clasificacion de diferentes especies
americanas en funcion de su resistencia a la filoxera (Tabla 1). También fue el primero
en demostrar que la resistencia a la filoxera era una caracteristica heredable.

Tabla 1. Clasificacion segun Millardet de diferentes vides americanas y asiaticas en funcion de su
resistencia a la filoxera. Fuente: Ollat et al., 2014.

Resistencia alta Resistencia intermedia Sensibles
V. riparia
V. rupestris V. labrusca -
. . .. V. vinifera
V. cordifolia V. lincecumii .
g . V. amurensis
V. cinerea V. candicans
V. aestivalis

Los primeros intentos de mejora en el @mbito de los portainjertos fueron cruces entre V.
riparia y V. vinifera, los cuales se caracterizaron por presentar una resistencia
insuficiente a la filoxera.

De las aproximadamente 30 especies del género Vitis procedentes de Norteamérica,
solo unas pocas fueron utilizadas para la mejora de los portainjertos debido a las
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dificultades para obtener descendientes y la baja fertilidad de dichas especies. V. riparia
y V. rupestris fueron inicialmente las especies mas atractivas puesto que eran
resistentes a la filoxera, se podia injertar sobre ellas sin problema y enraizaban
facilmente. Sin embargo, eran muy poco tolerantes a altos contenidos de caliza activa
en el suelo (Galet, 1988).

Posteriormente, se estudiaron las caracteristicas de diversas especies de los géneros
Vitis y Muscadinia, y se descubrié que V. berlandieri tenia una elevada resistencia a la
caliza y a la filoxera, si bien tenia ciertas dificultades de enraizamiento. V. candicans es
una especie que se caracteriza por un alto vigor y por presentar tolerancia a los
nematodos (Meloidogyne sp.), a la sequia y a la salinidad del suelo. Muscadinia
rotundifolia fue considerada mas adelante como una especie interesante en mejora
genética debido a su resistencia a plagas y enfermedades. Sin embargo, presenta una
aptitud muy baja para el injerto debido a las diferencias genéticas que presenta frente a
las especies del género Vitis (entre otros, el género Muscadinia presenta 2n=40
cromosomas, frente a los 2n=38 de las especies del género Vitis).

Existen aproximadamente 70 u 80 portainjertos utilizados en todo el mundo. Una parte
son especies americanas que se usan directamente, pero la mayoria son hibridos
interespecificos que se obtuvieron mayoritariamente entre finales del siglo XIX y
principios del siglo XX (Ollat et al., 2014). A continuacién, se expone una lista con las
principales familias de portainjertos, algunos ejemplos y sus caracteristicas mas
resefiables:

e Vitis riparia (Riparia Gloire de Montpellier): Una de las dos especies que se utiliza
de forma pura, sin cruzar. Presenta resistencia a la filoxera y buenas aptitudes
para el injerto y el enraizamiento. Posee un vigor medio-bajo, baja resistencia a
la sequia y a la caliza y muy baja resistencia a la salinidad.

e Vitis rupestris (Rupestris du Lot o St. Georges): Es la otra especie que se utiliza
de forma pura. Presenta resistencia a la filoxera y buenas aptitudes para el injerto
y el enraizamiento. Posee un vigor considerado entre alto y muy alto, resistencia
media a la sequia y a la salinidad y baja a la caliza.

e Vitis riparia x Vitis rupestris (3309C, 101-14MG): Presentan una elevada
resistencia a la filoxera, enraizan bien y poseen un vigor medio-bajo. Su
resistencia a la caliza y a la sequia es muy baja. Es por esto que los portainjertos
de esta familia se utilizan en suelos fértiles para la produccién de uva de buena
calidad.

e Vitis riparia x Vitis berlandieri (SO4, 5BB, 161-49C, 420A): Es la familia mas
comun de portainjertos. Proceden de cruces artificiales debido a la floraciéon en
diferentes épocas de las especies parentales. Presentan resistencia elevada a
la filoxera, media a la caliza y la sequia y diversas aptitudes para el
enraizamiento y el injerto en funcién del descendiente. El vigor es medio-alto.

e Vitis berlandieri x Vitis rupestris (110R, 99R, 1103P, 140Ru): Los portainjertos
descendientes de esta familia presentan una resistencia a la sequia elevada, lo
que los hace ideales en zonas mediterraneas. Presentan dificultades para el
injerto y el enraizamiento, pero una vez establecidos, confieren un vigor elevado
a la variedad injertada.

e Vitis vinifera x Vitis berlandieri (41B, 333EM, Tisserand): Esta familia se
caracteriza por una buena resistencia a la caliza y por una resistencia media a
la filoxera, pero suficiente en la practica. Enraizan con dificultad y confieren un
vigor medio-alto en funcién del tipo de suelo.
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e Vitis candicans (V. solonis, V.longii, V. champinii, 1613C): Los portainjertos de
esta familia se caracterizan por presentar cierta resistencia los neméatodos y a la
salinidad del suelo y se utilizan principalmente en vifiedos irrigados y con suelos
infestados por neméatodos. Se obtienen por hibridaciones tanto naturales como
artificiales a partir de individuos pertenecientes a dicha especie. Algunos de los
portainjertos pertenecientes a esta familia son poco resistentes a la filoxera,
como es el caso del 1613C.

e Muscadinia: Los hibridos procedentes de Muscadinia se caracterizan por
presentar resistencia a nematodos del género Xiphinema y una alta resistencia
a la filoxera. Los mayores problemas que presentan son la dificultad para el
injerto y el enraizamiento debido al parentesco procedente del género
Muscadinia. Suelen ser también poco tolerantes a la caliza y a la sequia.

La identificacién clasica de portainjertos se ha llevado a cabo mediante técnicas
ampelograficas (Galet, 1988). En la actualidad, las técnicas de biologia molecular
permiten identificar tanto portainjertos como su progenie. En 2019, Riaz et al. llevaron a
cabo un estudio para conocer la progenie y la diversidad genética de 26 portainjertos a
partir de marcadores moleculares de tipo SSR. Se lleg6é a la conclusion de que la
diversidad genética en términos de portainjertos es muy estrecha debido a que la
mayoria de ellos proceden probablemente de muy pocos ejemplares de las 3 especies
de vides americanas mencionadas en parrafos anteriores. También se corrigié el
supuesto parentesco de algunos portainjertos, lo cual indica que la informacién
proporcionada por los mejoradores de la época no fue del todo exacta. De esta manera
se puede concluir que seria aconsejable ampliar la base genética de los portainjertos
para afrontar el cambio en la viticultura europea en el contexto del cambio global.

6.2.3 La mejoracon fines sanitarios

A finales del siglo XIX, de forma paralela a la mejora genética de los portainjertos se
iniciaron programas de mejora genética en Europa con el objetivo de combinar la
resistencia natural de las vides americanas a la filoxera, oidio, mildiu y otras
enfermedades con la calidad enolégica proporcionada por las vides europeas. Gracias
a los resultados de estos programas de mejora, se plantaron por toda Europa,
principalmente en Francia, decenas de hectareas de los conocidos como hibridos
productores directos (HPD). En 1929, existian alrededor de 250.000 hectareas de
viledo plantado con hibridos, llegando a alcanzar las 500.000 hectareas en 1958
(Topfer et al., 2011).

Algunas de las variedades hibridas mas conocidas son las siguientes: Baco Noir, Baco
Blanc, Chambourcin, Folla Redonda, Vignoles, Villard Blanc, Villard Noir, Rosette,
Seyval Blanc, Chelois, etc. La mayoria de los hibridos desarrollados no son el resultado
de cruces directos entre V. vinifera y especies americanas, sino que son el resultado de
sucesivos cruces entre dichas especies. Algunas variedades de HPD son el resultado
de la sexta generacién de cruces.

Entre los mejoradores mas destacados estan los siguientes: Albert Seibel, Francois
Baco, Georges Couderc, Eugene Kuhlmann, Bertille Seyve (Padre), Bertille Seyve
(Hijo), Joannes Seyve, Pierre Landot, Ferdinand Gaillard, J.F. Ravatt, etc. (Reynolds,
2015).

Estos hibridos productores directos destacaban por ser medianamente resistentes a la
filoxera, por su resistencia a enfermedades y su productividad, pero por el contrario los
vinos elaborados a partir de los hibridos eran de una calidad bastante baja, lo cual les
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hizo adquirir mala fama. La reduccién de la superficie de plantacion con HPD en Francia
se recoge en la Tabla 2.

Tabla 2. Superficie de algunas variedades de hibridos productores directos plantada en Francia en el siglo
XX. Fuente: Reynolds, 2015.

France (ha)

Cultivar 19581968 19751998
Baco noir 12,000 188
Chambourcin - 33699

1204
Marechal Foch 105 13
Leon Millot 271 21
Vignoles - -
Roseiie 3683 -
Aurore 289 -
Rougeon 5 -
Chancellor - -
De Chaunac - -
Chelois ons 6512
Cascade 177 -
Seyval blanc 1309 26
Villard blanc (S.V. | 21,379 2775

12-375)

Willard noir” 30,375 2537
Widal blane - 5

La mala calidad de los vinos, junto con el descubrimiento de las propiedades
antifingicas del azufre y el cobre, ademas del éxito de los portainjertos como medio de
lucha contra la filoxera propiciaron las restricciones y prohibiciones de plantacion de los
hibridos productores directos, provocando a su vez la finalizacion de las actividades de
mejora genética de la época.

6.2.4 La mejoraen uva de mesa.

La mejora en uva de mesa se ha basado en cruces entre diferentes variedades
pertenecientes al género Vitis vinifera. En la uva de mesa se han buscado otras
caracteristicas como pueden ser: apirenia (uvas carentes de semillas), variedad de
sabor, dulzor, color, uniformidad en el color y en las bayas, frescura, textura, tamafio de
la baya, resistencia a la botrytis, periodo de maduracion (de muy precoz a muy tardio,
para aumentar la disponibilidad en el mercado), estabilidad en el transporte (dificultad
para que la baya se desprenda del racimo), tolerancia a la sequia y a las quemaduras
del sol, etc.

Cabe destacar en Espafia el papel del Instituto Murciano de Investigacion y Desarrollo
Agrario y Alimentario (IMIDA) en colaboracion con la empresa privada ITUM
(Investigacién y Tecnologia de Uva de Mesa), de lo que se tratara en el apartado 6.3.

6.3 Marcadores moleculares y su uso en mejora genética

6.3.1 Los marcadores moleculares

Por definicién, los marcadores moleculares son regiones (o ‘loci’, plural de ‘locus’)
genéticas que pueden ser facilmente rastreadas y cuantificadas en una poblacion y que
pueden estar asociados con un gen o con un rasgo de interés (Hayward et al., 2015).

Existen diferentes tipos de marcadores:
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e Marcadores clasicos o morfolégicos: Son rasgos fenotipicos que suelen
depender de genes menores (0 aditivos) cuyo comportamiento es muy dificil de
prever. En el caso de la vid, en esta categoria se engloban rasgos como el sexo
de las flores, el color del hollejo o la apirenia.

e Marcadores bioquimicos: Pueden ser antigenos o isoenzimas, siendo los
segundos los mas utilizados en el campo de la genética de la vid. Estos
marcadores se basan en las diferencias en la secuencia de aminoécidos que
pueden presentar las diferentes enzimas que catalizan la misma reaccion
guimica. Este tipo de marcadores presentan unas importantes desventajas:
reducido numero de isoenzimas conocidas y su influenciabilidad por los factores
ambientales, por lo que han caido en desuso.

e Marcadores moleculares: Estan basados en la secuencia del ADN. Sus
principales ventajas son su abundancia, su estabilidad, y su independencia con
respecto a las condiciones ambientales.

Antes de conocerse la secuencia completa del genoma de la vid en 2007 (Jaillon et al.,
2007), los marcadores moleculares eran ya una realidad. Sin embargo, el avance
cientifico en las técnicas de secuenciacion y el progresivo abaratamiento de las mismas
han facilitado el progresivo aumento del conocimiento sobre el genoma de la vid y su
funcionamiento.

Existen diferentes tipos de marcadores moleculares como los RAPDS (Amplificacion al
azar de ADN polimorfico), los AFLPS (Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos
Amplificados, por sus silgas en inglés), los SSR o microsatélites (Repeticion de
Secuencias Simples) y SNP (Polimorfismo de Nucleétido Unico), entre otros. En la
actualidad, en el &mbito del estudio de la vid, los mas utilizados son los SSR y los SNP
(Vezzulli et al., 2019).

Los microsatélites o0 SSR son secuencias cortas de 1 a 6 pares de bases que se repiten
en tandem en todos los organismos superiores (eucariotas) (Tautz & Renz, 1984). Estas
repeticiones se distribuyen ampliamente en todo el genoma de la vid, especialmente en
regiones intergénicas. Los SSR son codominantes y tienen un alto nivel de variaciéon
alélica, de ahi su utilidad como marcadores moleculares. En la actualidad, hay mas de
400 SSR disponibles para su uso (Maul et al., 2012). Mas all4 de la mejora genética, los
SSR tienen también otras utilidades como la caracterizacibn de germoplasma
(Identificacién de variedades), los estudios de diversidad genética, los estudios de
parentesco basados en el ADN de cloroplastos, etc. (Vezzulli et al., 2019).

Los SNP son variaciones en Unico nucle6tido entre dos o0 mas secuencias de ADN,
incluyendo las inserciones o deleciones de un nucleétido (Ganal et al., 2009). Los SNP
son la forma mas usual de variabilidad en el genoma, suelen ser bialélicos y
consecuentemente menos polimorficos con respecto a los SSR. Sin embargo, esta
limitacion se ve compensada por su abundancia. Los SNP no son tan utilizados en
mejora genética como los SSR, pero cada vez son mas utilizados en otros ambitos como
la elaboracion de mapas genéticos, los estudios de parentesco, los estudios de
diversidad, la identificacién varietal, los estudios de desequilibrio de ligamiento, etc. Este
tipo de marcador ha empezado a sustituir a los microsatélites cuando se ha asociado a
la tecnologia de los arrays y microarrays, también conocidos como chips de ADN. En
ellos se colocan en filas y columnas un gran nimero de fragmentos del genoma, lo que
permite analizar de forma simultanea muchas regiones del mismo. Un ejemplo de este
tipo es el GrapeReSeq 18k Vitis, el cual permite la lectura simultanea de 18.000 SNP
(Le Paslier et al., 2013).
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Los SSR y los SNP también se han utilizado conjuntamente en la evaluacion de la
estructura genética de poblaciones, la elaboracion de mapas genéticos de alta
resolucion, o en la mejora genética asistida por marcadores (MAS), entre otras
aplicaciones.

6.3.2 La seleccién clonal

A finales de siglo XX la viticultura europea experimenté un gran cambio. Desde las
instituciones europeas surgié el deseo de modernizar el vifiedo y, para ello, se
subvencionaron tanto los arranques como las nuevas plantaciones lo cual requeria
disponer de material vegetal bien identificado y certificado.

Los programas de seleccién clonal comenzaron timidamente en Alemania a finales del
siglo XIX y posteriormente, en la segunda mitad del siglo XX, comenzaron a ejecutarse
por el resto de Europa en paises como Francia e Italia. En Espafa los programas de
seleccidn clonal comenzaron alrededor de 1970 en Catalufia y La Rioja.

El objetivo inicial de estos programas fue el de proporcionar al viticultor material vegetal
sano (libre de virus) y mas productivo. En la actualidad, estos programas también se
centran en la obtencién de material vegetal para la produccién de vinos de calidad, o en
la adaptacion a condiciones concretas, en algunos casos en detrimento de la
productividad.

La multiplicacién vegetativa de la gran mayoria de variedades actuales a lo largo de la
historia ha propiciado la acumulacion de mutaciones, las cuales han provocado la
aparicion (que ha permitido a su vez la seleccién visual) de pequefas diferencias entre
los numerosos individuos que conforman las diferentes variedades. La seleccion clonal
se apoya en este fendmeno natural, seleccionando de una forma mas sistematica a los
individuos cuyas caracteristicas diferentes puedan ser aprovechables para el viticultor o
por el consumidor como la acumulacién de determinado nivel de azlcares, la
compacidad del racimo, un perfil aromatico particular del vino obtenido, etc. En este
caso, la seleccion ya no es visual, sino que debe ir acompafiada de estudios cientificos
comparativos para identificar a las “mejores” plantas, segun las necesidades que se
definan.

Ibafiez et al. (2015) describieron los pasos del largo proceso de seleccién clonal que
dura entre 10 y 15 afios (Figura 4):

e Prospeccion de individuos en campo. Normalmente en parcelas de mas de 30
afos de edad, puesto que asi hay mayor probabilidad de encontrar mutaciones.
Las vides seleccionadas son estudiadas in situ durante 3 afios en un proceso
conocido como preselecciéon clonal. El estudio requiere una caracterizacion
agronomica y enoldgica tan completa como sea posible: peso de madera de
poda, productividad, pardmetros enoldgicos deseados, el estado sanitario
(incluyendo el test ELISA) o la verificacion de la identidad varietal de cada
individuo (mediante estudios ampelograficos o moleculares, por ejemplo, a partir
del estudio de microsatélites).

e Multiplicacion vegetativa de las plantas elegidas para su posterior plantacién en
una parcela de comparacién y en contenedores individuales para mantenerlas
aisladas de nuevas infecciones. Deben pasar 2 o 3 afios para que las plantas
en la parcela de comparacion entren en produccion.

e Caracterizacion plena de los candidatos de la parcela de comparacion. Esta
parte del proceso tiene una duracion de al menos otros 3 afios. En esta parte

del proceso se caracterizan muchos rasgos, desde agronémicos a enolégicos,
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gue llega a pasar por un analisis sensorial llevado a cabo por un panel de
expertos. La cantidad de datos recolectada durante este periodo de tiempo se
analiza estadisticamente con el fin de elegir a los candidatos finales que seran
certificados.

e El paso previo a la certificacion, que puede durar otros 3 afios, es la evaluacion
sanitaria oficial del material vegetal que se quiere certificar. En Espafia, esta
certificacion la lleva a cabo el IMIDA (www.imida.es), que verifica la presencia
de virus basandose en técnicas de inmunoabsorcion (ELISA), técnicas
moleculares (SSR o microsatélites) y técnicas de indexaje bioldgico.

e El dltimo paso es la certificacion del material vegetal. Esta se lleva a cabo por
las autoridades competentes, las cuales no evallan la calidad de los clones sino
su identidad varietal y la ausencia de un corto listado de virus: entrenudo corto
infeccioso, el enrollado y el mosaico del Arabis. Ademas, de manera opcional
se puede concretar la ausencia del virus del jaspeado y del virus de la madera
rugosa. Una vez tiene lugar la certificacion, el material vegetal se pone en
manos de los viveros para su distribucion. El material certificado es distribuido
con una etiqueta azul, mientras que el material estadndar se distribuye con una
etiqueta amarilla.

-ldentificacion varietal
-Sanitaria (Visual, Test ELISA)
-Agronémica y enoldgica

Evaluacién in situ de vifiedos

Prospeccion y preseleccion — L
viejos interesantes

1

Multiplicacion y plantacion de

Clones candidatos === | |os individuos seleccionados
en una parcela de
1 comparacion

Seleccion de clones

Caracterizacion de los
candidatos seleccionados en

-Agronémica, enoldgica, etc.
-Seleccién mediante analisis
estadistico

1 una parcela de comparacion

. . -Test de identidad varietal
Verificacion varietal y

sanitaria — Test oficiales -Diagnéstico sanitario
(ELISA, PCR, tests de
1 indexaje biologico)
Certificacion

Figura 4. Representacion esquemética del proceso de seleccién clonal. Adaptado de: Ibafiez et al., 2015.

Las ventajas del uso de material certificado son: la mejor prevision del comportamiento
de las vides en el terreno, la posibilidad de eleccion de clones adaptados a determinados
ambientes, la garantia del estado sanitario vegetal, la uniformidad en el vifiedo para
facilitar el manejo y la vendimia, etc. Sin embargo, una de las mayores desventajas es
la pérdida de diversidad genética dado que todas las plantas provienen de un mismo
individuo y son idénticas genéticamente (lIbafez et al., 2015).

En este apartado cabe destacar la enorme funcion desarrollada por el Instituto
Tecnologico Agrario de Castilla y Ledn (ITACYL). Desde el ITACYL, se han llevado a
cabo dos programas de seleccion clonal. El primer programa (iniciado en 1990) se
centro en las variedades principales de la region (Albillo Mayor, Albillo Real, Verdejo,
Garnacha Tinta, Juan Garcia, Mencia, Prieto Picudo y Tempranillo) (Yuste et al., 2006).
El segundo (2002) se centré en las variedades minoritarias de la regién (Godello,

Dario Pacho Martinez

UNIVERSIDAD DE VALLADOLID

CAMPUS DE PALENCIA 15
Grado en Enologia


www.imida.es

Historia de la mejora genética de la vid

Malvasia Castellana (sinonimia Dofia Blanca), Moscatel de Grano Menudo, Puesta en
Cruz, Verdejo Serrano, Garnacha Roja, Verdejo Colorado, Bastardillo Chico (sinonimia
Merenzao), Brufial, Estaladifia (sinonimia Pan y Carne), Gajo Arroba, Manddn, Negro
Sauri (sinonimia Merenzao), Prieto Picudo Oval, Rufete y Tinto Jeromo) (Ibafez et al.,
2015).

Paralelamente a los procesos de seleccion clonal, desde ITACYL se aprovecharon las
prospecciones de parcelas para identificar correctamente a las variedades de la region,
en las que la nomenclatura de las variedades en las distintas zonas de cultivo era muy
confusa. Ademas, en muchos casos, se recogieron con objeto de estudiarlas mas a
fondo, una gran cantidad de variedades en peligro de desaparicion. En este caso se
apoyaron en un andlisis molecular, en el que Santana et al. (2010) llevaron a cabo el
analisis de 16 loci SSR nucleares y 3 cloroplasticos de un total de 421 muestras cuyos
resultados se compararon con diferentes bases de datos. Se hallaron 300 muestras
redundantes, 13 homoénimos y 27 genotipos desconocidos. Este estudio basado en el
analisis de marcadores moleculares contribuy6 a resolver el problema de las sinonimias
y homonimias en Castilla y Ledn y a identificar con més precision el germoplasma
disponible.

6.3.3 La mejora asistida por marcadores moleculares

Como ya se mencioné anteriormente, la rpida evoluciébn en las técnicas de
secuenciacion ha tenido una influencia importante en los programas de mejora genética.
La mejora asistida por marcadores (MAS) se emplea tanto en uva de mesa y uva de
vinificacibn como en portainjertos, con el objetivo de disminuir los tiempos para la
obtencion de individuos con las caracteristicas deseadas (Vezzulli et al., 2019).

Aunque el conocimiento del genoma de la vid es aun incompleto, es imprescindible
hablar sobre el término locus de rasgo cuantitativo o0 QTL (Quantitative Trait Loci). Un
QTL es un locus definido por los marcadores moleculares que lo flanquean, y que se
relaciona con la variacibn de un rasgo fenotipico cuantitativo (resistencia a
enfermedades, apirenia, fenologia, etc.). Los QTL que explican menos del 20% de la
variacion fenaotipica total se conocen como QTL menores, mientras que los que explican
mas del 20%, se conocen como QTL mayores. Del genoma de la vid se conocen
principalmente genes de resistencia al oidio y al mildiu, caracterizandose la resistencia
a estos patdgenos por ser oligogénica (dependiente de un ndmero relativamente
pequefio de genes). Otros rasgos que también se conocen son los relacionados con la
apirenia, con el tamafio de la baya y el racimo o la fenologia. Se han establecido 9
categorias diferentes, las cuales se exponen en la siguiente tabla, para la clasificacion
de los numerosos rasgos fenotipicos en el &mbito de la genética de la vid. En la Tabla
3 se exponen los rasgos fenotipicos sobre los cuales hay estudios de QTL disponibles
en la bibliografia.

Tabla 3. Listado de los rasgos fenotipicos de la vid divididos en diferentes categorias. Se han incluido los
rasgos fenotipicos de los cuales hay estudios disponibles. Adaptado de: Vezzulli et al., 2019.

Categoria Rasgos afectados
e Oidio e Xiphinema index
e Mildiu (Nematodos)
Resistencia a e Antracnosis e Blackrot
patégenos e Filoxera e Botrytis
e Enfermedad de e Nemétodos de la raiz
Pierce (Meloidogyne spp.)
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Los objetivos principales de la mejora asistida por marcadores son la introgresion de
genes o alelos favorables procedentes de especies silvestres o la introduccién de genes
o alelos a partir de otras variedades de Vitis vinifera, la eliminacion de los desequilibrios
de ligamiento (conseguir que los alelos se hereden de forma independiente, no ligados)
y la seleccion de los individuos con las caracteristicas (fondo genético) deseadas. Para
alcanzar estos objetivos existen diferentes estrategias de mejora:

e Retrocruzamientos asistidos por marcadores (MABC, Marker-assisted
Backcrossing) y seleccion de fondo genético asistida por marcadores (MABS,
Marker-assisted Background Selection): Estas dos estrategias se pueden
englobar dentro de la misma. Los MABC permiten la seleccion de aquellos
individuos que poseen el gen de interés, mientras que la MABS posibilita la
eleccion de los individuos que, ademas, tienen una mayor proporcion de genoma
procedente del progenitor domesticado frente al progenitor silvestre. Esto se
consigue analizando una parte importante del genoma gracias al desarrollo de
la tecnologia de los arrays o chips de ADN, lo que permite el analisis de un
namero elevado de SNPs en un nimero elevado de plantas (200 marcadores de
300 plantas, por ejemplo).

e Retrocruzamientos avanzados basados en QTL (AB-QTL, Advanced Backcross
QTL Strategy): El concepto de QTL se ha tratado en parrafos anteriores. El
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analisis de QTL ha permitido identificar alelos favorables para diversos rasgos,
generalmente en vides silvestres o en vides americanas. El concepto de AB-QTL
surge del deseo de introducir esos alelos en las variedades cultivadas. Esta
estrategia se basa en el andlisis de los QTL en generaciones tardias como BC2
0 BC3 (segundo o tercer retrocruzamiento con la variedad cultivada original), en
combinacién con una seleccion fenotipica de los individuos con menor
porcentaje de material genético procedente del progenitor silvestre.

e Acumulacion en pirdmide asistida por marcadores (MAP, Marker Assisted
Pyramidization): Esta estrategia, usada principalmente en el area de la
resistencia a patdégenos, se basa en la seleccion asistida por marcadores para
verificar la introduccion de diferentes genes que controlan el mismo rasgo. La
introduccion sucesiva de los dos genes se lleva a cabo con el objetivo de
asegurar la resistencia a un patdgeno determinado en caso de que este
evolucione adaptandose a uno de los genes de resistencia. En resumidas
cuentas, se trata de poner dos barreras a un determinado patdgeno por si este
fuera capaz de superar una de las dos. En el caso de otras areas de mejora, esta
estrategia es también (til para asegurar la presencia del fenotipo deseado. Esta
estrategia también se puede aplicar para la seleccion de varios rasgos
simultdneamente. El procedimiento para ejecutar esta estrategia de mejora
consiste en cruzar entre si diferentes lineas de mejora, cada una de las cuales
es portadora de genes o haplotipos complementarios de interés. Posteriormente
se examina la progenie en busca de los individuos que hayan heredado los alelos
beneficiosos en los loci objetivo (Di Gaspero & Foria, 2015).

El proceso clasico de mejora encaminado a la eliminacién, por ejemplo, de las vides
sensibles al mildiu, se lleva a cabo en el invernadero y tiene una duracién estimada de
entre 25 y 30 afios, y comprende distintas etapas en las que se van evaluando un
namero creciente de plantas. Este proceso se puede acelerar mediante MAS para
evaluar rapidamente y de forma mas fiable dichos rasgos. Y esto se puede aplicar en
todas las fases de testaje: desde la inicial, que se lleva a cabo de forma individual hasta
las etapas de testaje principal sobre 500 individuos, tal como se refleja en la Figura 5.
Finalmente, independientemente de la técnica de selecciébn habra que evaluar el
material vegetal en campo.
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Figura 5. Pasos y esquema temporal de un programa tipico de mejora genética de vid. Fuente: Topfer et
al., 2011.

Existen diferentes ejemplos de mejora asistida por marcadores. En Alemania, en el
Julius Kuhn Institut, se han creado variedades de vid resistentes al oidio y al mildiu
conocidas como PIWI (abreviatura del término aleman ‘pilzwiederstandsféhig’, que
significa resistencia a enfermedades flingicas) cuyo objetivo es combinar la resistencia
a las enfermedades flngicas con la calidad y tipicidad de las variedades tradicionales.
Algunas de estas variedades tienen nombres como Souvignier gris o Cabernet cortis.
Los PIWI son un tema de debate en la actualidad puesto que hay opiniones a su favor
(reduccién del uso de pesticidas, sostenibilidad) y en su contra (pérdidas de diversidad
varietal, erosion genética).

Otro ejemplo de mejora asistida por marcadores es el de la identificacion de dos alelos
de un gen (PdR1) de resistencia a la enfermedad de Pierce llevado a cabo por la
Universidad de California. El gen PdR1 es un gen mayor de resistencia frente a Xylella
fastidiosa en especies del género Vitis. En la actualidad estos dos alelos se estan
introduciendo en una gran cantidad de fondos genéticos utilizando marcadores
moleculares estrechamente ligados a dicho gen (Di Gaspero & Foria, 2015).

En Espafia, destaca el papel del IMIDA en colaboracion con la empresa privada ITUM
(Investigacién y Tecnologia de Uva de Mesa). Este proyecto conjunto tiene como
objetivo el desarrollo de nuevas variedades de uva de mesa resistentes a patdégenos de
origen fungico como pueden ser el oidio y el mildiu, centrandose también en el desarrollo
de nuevas variedades apirenas altamente productivas y de calidad comercial (Ibafiez et
al., 2015).

6.4 La modificacion genética en viticultura

Cabe sefalar que los individuos obtenidos a partir de la mayoria de estas técnicas se
consideran organismos genéticamente modificados (OGM’s). La mejora de los cultivos,
cuando implican la obtencion de OGM'’s suele estar asociada a preocupaciones de
seguridad, riesgos ambientales, una mala aceptacion social y problemas de salud dada
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la presencia de ADN ajeno. A la pobre aceptacién social de los OGM, hay que sumar la
legislacion restrictiva promovida por la Unién Europea, siendo el maiz Bt la Unica
especie modificada cuyo cultivo esta permitido en ciertos paises de la Union Europea
incluyendo Espafia (Saporta et al., 2016). A pesar de esto, el genoma de la vid se conoce
cada vez mejor y van emergiendo nuevas tecnologias, por lo que se espera que los
intentos de mejora aumenten conforme avancen los afios.

Como se ha visto en apartados anteriores, la transferencia de genes que confieren la
resistencia a determinados patégenos es un hecho. Sin embargo, el alto nivel de
heterocigosidad, la introgresion no deseada de genes de la especie donante y el largo
periodo que requiere la vid para su establecimiento en el campo (larga juvenilidad) y
posterior evaluacion hacen de la mejora por cruzamientos (ya sea por la via tradicional
0 asistida por marcadores) un proceso largo y tedioso. Debido a esto, las técnicas de
edicién genética se han convertido en una alternativa interesante para la incorporacion
de genes Utiles a la vid sin cambiar las caracteristicas deseables de las variedades ya
conocidas (Saporta et al., 2016).

A partir de mediados de los afios 80, surgen los primeros intentos de introduccién de
genes en vid. Estos intentos fueron parcialmente satisfactorios puesto que se consiguio
introducir genes, aunque no se logro la regeneracion de plantas estables. No es hasta
1990, cuando se obtiene la primera planta de vid transgénica (Mullins et al., 1990). En
1994, Le Gall et al. consiguieron introducir genes de interés agronémico al incorporar un
gen que codifica la proteina de la cubierta del GCMV (Grapevine Chrome Mosaic Virus,
Virus del mosaico del cromo amarillo de la vid). A partir de dicho momento, las técnicas
para la transferencia de genes han avanzado notablemente, si bien siguen existiendo
dificultades para la regeneraciéon de plantas no quiméricas (plantas cuyas células
poseen el mismo ADN en todos sus tejidos y érganos) (Dalla Costa et al., 2019). El
conocimiento de la secuencia del genoma de la vid (que contiene en torno a 30.400
genes) abrio el camino para la obtencion de plantas cisgénicas, aquellas que contienen
genes 0 secuencias regulatorias procedentes de especies compatibles. Sin embargo,
actualmente aln se conocen muy pocos genes y caracteres cuantitativos, por lo que,
hoy en dia, la mejora mediante modificacién genética se ha dirigido principalmente hacia
la resistencia a patégenos como hongos y virus. Con el creciente conocimiento sobre la
funcién y regulacién de los genes y promotores de la vid se espera poder trabajar con
un abanico mas amplio. Existen diferentes técnicas para la obtencion de plantas
modificadas genéticamente, las cuales se comentaran en los siguientes apartados.

6.4.1 Latransformacién mediante Agrobacterium tumefaciens

La transformacion de plantas mediante Agrobacterium tumefaciens es una técnica que
se conoce desde los afios 90. Hiei et al. (1997) describieron con gran detalle como es
el proceso de transformacién, que se resume a continuacion.

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria presente en los suelos capaz de transformar
genéticamente células vegetales mediante un segmento de ADN (llamado ADN de
transferencia, abreviado como ADN-T) procedente de un plasmido inductor de tumores
(plasmido Ti), nativo en A. tumefaciens. El resultado de la infeccién es la formacién de
agallas (tumores) en la especie afectada. El proceso de formacion de las agallas
consiste en una serie de etapas: 1) Las bacterias se adhieren a las raices de la planta,
atraidas por determinados compuestos fendélicos exudados por las células de las plantas
cuando estan heridas y penetran en la planta por dichas heridas. 2) Una vez dentro, el
ADN-T de la bacteria (contenido en el plasmido Ti) es transferido al ndcleo interior de
las células e incorporado en el genoma de la planta, utilizando una compleja maquinaria
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que se denomina “region de virulencia”. 3) El ADN-T que se transfiere contiene genes
para que la planta sintetice auxinas y citoquininas (hormonas vegetales) que inducen la
division celular de forma desordenada y dan lugar a la formacion de las agallas. 4) En
el ADN-T hay también codificadas enzimas que inducen la produccion de opinas por
parte de las células infectadas, que constituyen una fuente de carbono y energia para
A. tumefaciens. Las opinas son aminoacidos no proteicos variados, cada uno de los
cuales es utilizado especificamente por la cepa de A. tumefaciens capaz de
metabolizarlos. Esto hace que las poblaciones de bacterias pertenecientes a dichas
cepas aumenten enormemente.

El plasmido Ti, de induccién de tumores contiene, pues, dos zonas de importancia: la
region ADN-T que es la que fisicamente se transfiere al nicleo de las células vegetales
y que contiene los genes de la produccion de opinas y los de la sintesis de hormonas, y
una region llamada "regioén de virulencia” en la que se localizan los genes responsables
de que dicha transferencia y su insercion en el genoma vegetal se lleve a cabo de forma
eficaz. El proceso de transferencia se produce incluso cuando los genes de virulencia 'y
el ADN-T se encuentran en replicones separados dentro de la célula de A. tumefaciens.
Comprender este proceso natural fue fundamental para disefiar los primeros vectores
de transferencia de genes.

La estrategia que se sigue para utilizar A. tumefaciens en la transformacion de plantas
consiste en sustituir los genes del ADN-T (opinas y hormonas) por los genes que se
quieren introducir en la planta, acompafiados de un agente selectivo (también llamado
gen “chivato”) que ayudara a identificar las células transformadas, es decir, aquellas que
hayan incorporado los genes de interés.

Generalmente se utiliza un sistema binario, en el cual se manejan dos plasmidos: el
plasmido Ti, que proporciona los genes de virulencia, y un plasmido previamente
“‘desarmado” (en el que se han eliminado los genes inductores del tumor) en el que se
introduce el ADN-T exdgeno, que contiene los genes de interés ademas de un marcador
(también llamado agente selectivo) para comprobar si tras la infeccion se ha producido
la transferencia. El uso de estos vectores permite la transferencia de largos segmentos
de ADN que no suelen producir reordenamiento de genes y la integracion de los genes
del ADN-T en un bajo nUmero de copias en los cromosomas de la planta. Los genes
introducidos por este método se transmiten a la descendencia de forma Mendeliana.
Este mecanismo esta resumido en la Figura 6.

A B C(

/‘T-DMA
= Mir

binary vector

wild type disarmed
- A

Figura 6. Representacion esquematica de diferentes cepas y vectores de A. tumefaciens. A: Cepa salvaje.
B: Cepa desarmada. C: Cepa portadora de un vector binario. Abreviaciones: T-DNA, ADN de transferencia;
Vir, region de virulencia. Fuente: Hiei et al., 1997.

A pesar del gran interés existente en esta tecnologia, esta no ha llegado a ser utilizada
de forma amplia debido a que se pueden producir problemas durante el proceso de
transformacion y/o en la regeneracion de plantas modificadas genéticamente. En un
articulo publicado por Saporta et al. (2016) se enumeran los principales factores
limitantes a la hora de regenerar las plantas de vid modificadas:
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El genotipo: Independientemente de la metodologia utilizada para la
transferencia de genes, el genotipo es el factor mas influyente para la
consecucion de la regeneracién. Antes de generar plantas transgénicas, se
necesita un protocolo eficiente para la regeneracién adventicia, el cual esta
altamente influenciado por el genotipo y las condiciones de cultivo (explanto
utilizado, medio de cultivo, etc.). Existen diferentes QTL relacionados con la
regeneracion, lo cual es indicativo de la implicacién de diferentes genes en el
proceso de regeneracion, aunque el proceso sigue siendo muy experimental.
Variedades como ‘Shiraz’ o ‘Cabernet Sauvignon’ son mas faciles de regenerar
que ‘Sauvignon Blanc’ o ‘Riesling’.

Regeneracion adventicia: La regeneracion adventicia puede producirse
mediante organogénesis o embriogénesis somética, siendo la segunda técnica
la mas utilizada para las especies del género Vitis. La embriogénesis somética
tiene como obijetivo la obtencién de embriones a partir de células somaticas.
Como explantos iniciales se han utilizado hojas, anteras, estambres, flores
completas, semillas, estigmas y estilos, peciolos, zarcillos y protoplastos. Los
problemas que suelen ocurrir y que reducen la tasa de regeneracion de plantas
son diversos: germinacion de embriones aberrantes, embriones sin cotiledones,
embriones con diferente numero de cotiledones o cotiledones con formas
extrafias. La mayoria de estos embriones anormales no suelen convertirse en
plantas normales. Para el proceso de transformacion se usan cominmente 3
tipos de tejidos embriogénicos: embriones somaticos de hojas, anteras u 6vulos;
callo embriogénico de hojas, anteras, ovarios o flores enteras; suspensiones
celulares de anteras u ovarios.

La cepa de Agrobacterium y el agente selectivo durante la regeneraciéon: En
diferentes estudios se ha constatado que la eficacia en la transformacion
mediante Agrobacterium depende del cultivar utilizado. Ademas, tras la
inoculacién de Agrobacterium, en algunas especies vegetales pueden aparecer
necrosis y pardeamiento de los tejidos como resultado de reacciones oxidativas.
Para promover Unicamente el crecimiento de las células transformadas, se
introducen genes de resistencia a determinados antibiéticos como la kanamicina,
la paromomicina o la neomicina. Sin embargo, los tejidos celulares de algunos
cultivares de vid pueden ser particularmente sensibles a la kanamicina, por lo
gue puede ser complicado ajustar la concentracion de este antibidtico que
permita Gnicamente el desarrollo de las células transformadas.

En el ambito de la mejora mediante Agrobacterium, Saporta et al. (2016) enumeran los
3 ambitos principales en los cuales se han llevado a cabo intentos de mejora:

Resistencia a hongos y bacterias patégenas: La respuesta natural de la vid
frente a un patégeno pasa por la produccion de enzimas, como las quitinasas o
glucanasas, capaces de degradar la pared celular de los agentes patdgenos.
Otro mecanismo de defensa consiste en la produccion de fitoalexinas, como los
estilbenos, que inhiben el crecimiento de los agentes patdégeno. Debido a esto,
la mejora en este &mbito ha tratado de introducir genes relacionados con
propiedades antifungicas. Ha habido intentos de introducir quitinasas del arroz
(Nirala et al., 2010), de especies del género Trichoderma (Kikkert et al., 1998),
de otras especies del género Vitis, etc. También se han intentado introducir
genes que codifiquen la estilbeno sintasa, una enzima clave para la produccion
de trans-resveratrol (Dai et al., 2015), la principal fitoalexina de la vid.
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e Resistencia a virus y otros patdgenos: Como se ha comentado anteriormente,
los primeros ejemplos de plantas modificadas genéticamente estuvieron
dirigidos a conseguir resistencia frente a determinados virus mediante la
introduccion de genes que codificaran las proteinas de la cubierta de dichos
virus (Le Gall et al., 1994). Estos virus fueron el entrenudo corto infeccioso vy el
virus del mosaico del Arabis. Los resultados obtenidos no fueron los esperados.
Con respecto a otros patdgenos, se introdujeron 3 secuencias que codificaban
la sintesis de un glicosido para hacer frente a la filoxera sin obtener los
resultados deseados (Franks et al., 2006).

e Tolerancia al frio, rendimiento y calidad de la uva: La respuesta de la vid para
hacer frente al estrés abidtico se rige a través de rutas metabdlicas complejas
con un alto grado de interaccion entre genes. Esto es indicativo de la dificultad
adicional que conlleva la mejora genética en este ambito. Un ejemplo de
resistencia al frio fue la introduccion de genes que codificaban proteinas
anticongelantes. Aunque estas plantas no fueron evaluadas en campo, se hallé
un contenido en alanina mas alto con respecto al control (Jin et al., 2009). Otro
ejemplo, esta vez ligado al rendimiento, fue la introduccion de un gen para
incrementar el nUmero de flores por racimo. En la primera floracion, las plantas
modificadas presentaron el doble de flores. Sin embargo, en la segunda
floracion el numero fue similar con respecto al control (Mezzetti et al., 2002).

6.4.2 Latransformacion mediante CRISPR/Cas9

El sistema CRISPR/Cas9 se basa en la inmunidad adaptativa de las bacterias, y
actualmente es la técnica mas potente para la edicién genética en un amplio abanico de
campos como la medicina o la mejora vegetal y animal. CRISPR, acrénimo en inglés de
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (en espafiol Repeticiones
Palindrémicas Cortas Agrupadas y Regularmente Espaciadas) hace referencia a
familias de secuencias repetidas en el ADN de bacterias. Estas repeticiones, de 29
nucleotidos de longitud, fueron inicialmente identificadas en 1987 en Escherichia coli.
Cas9 es una nucleasa, es decir, una enzima capaz de catalizar la ruptura de los enlaces
gue conforman un segmento de ADN (Samanta et al., 2016).

El sistema CRISPR/Cas9 se ha concebido para la introducciéon de mutaciones deseadas
en genes de interés. El sistema opera a través de un ARN guia, complementario a la
secuencia de ADN dirigida, unido a la proteina Cas9 formando un complejo. El complejo
Cas9/ARN guia desenrolla la doble cadena de ADN para su posterior inspeccion en
busca de la secuencia complementaria. El proceso de desenrollado del ADN tiene lugar
gracias al motivo adyacente de protoespaciador (PAM), una secuencia de ADN de 2 a
6 pares de bases que se encuentran justo después de la secuencia de ADN a la que es
dirigida Cas9. Una vez encontrada la secuencia complementaria objetivo, la nucleasa
se encarga de cortar la secuencia dando lugar a la rotura de la doble hebra (Dalla Costa
et al., 2019). La reparacion de la rotura se puede dar a través de dos rutas, la unién de
extremos no homélogos (NHEJ: Non-homologous DNA End Joining) o la recombinacion
homdloga directa (HDR: Homology Directed Repair). La NHEJ consiste en la union
directa de los dos extremos resultantes lo que conduce a la inactivacion del gen debido
a los cambios producidos en la pauta de lectura. La HDR tiene lugar en presencia de un
fragmento de ADN donante, cuyos brazos son homologos a los extremos generados
tras la rotura de la doble hebra. Este segundo mecanismo puede dar lugar a una
mutacion puntual o la insercidn de algun gen interesante (Samanta et al., 2016). En la
Figura 7, se muestra de forma esquematica lo expuesto con anterioridad.
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Figura 7. Representacion esquemética del funcionamiento de la nucleasa CRISPR-Cas9. Abreviaciones:
PAM, motivo adyacente del protoespaciador; NHEJ, union de extremos no homologos; HDR, recombinacién
homdloga directa. Fuente: Dalla Costa et al., 2019.

La aplicacion de estas tecnologias puede resultar de gran utilidad en al &mbito de la
mejora genética de la vid (Figura 8), dado que permiten la modificacion precisa de
genotipos de interés y a que las plantas resultantes de este proceso no se consideran
OGMs. Los sistemas utilizados en la actualidad para la introducciéon del complejo
CRISPR-Cas9 en las células objetivo son los siguientes (Dalla Costa et al., 2019):

e Introduccion mediante A. tumefaciens

e Introduccion mediante protoplastos que contienen la proteina Cas9 y el ARN
guia

e Biolisticos

Existen otros sistemas en estudio y que han arrojado resultados prometedores como
son los materiales derivados de los nanotubos de carbono (Campos et al.,2021).

Induction of embryogenic callus Callus soaked in Selection and regeneration of the
from grapevine anthers Agrobactenum transgenic grapevine
» s ) (S
Grapevine flowers Embryogenic callus Transgenic callus Regenerated shoot
CRISPR-Casg " Agrobacterum
vecior < B
2D

Figura 8. Procedimiento para la transformacion de células de vid y su posterior regeneracion. Inicialmente,
se obtienen callos embriogénicos a partir de anteras. Posteriormente, se incuban los callos en presencia de
Agrobacterium, el cual ejerce de vector de transporte del complejo CRISPR/Cas9. Finalmente, se
seleccionan las células transformadas para su posterior regeneracion. Fuente: Osakabe et al., 2018.

El sistema CRISPR/Cas9 presenta también ciertas desventajas como son las rupturas
de la doble cadena en zonas no deseadas; la obligada presencia de las secuencias PAM
(NGGQG) restringe de cierta forma las zonas del genoma editables; el gran tamafio de la
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nucleasa Cas9 gue puede resultar limitante. Actualmente existen lineas de investigacion
dirigidas a solventar progresivamente estos problemas. Por ejemplo, existe la
posibilidad de modificar la secuencia de aminoacidos de la proteina Cas9 con el objetivo
de que reconozca otras secuencias PAM diferentes a NGG. A estos problemas hay que
afadir los ya comentados problemas para la regeneracién de plantas comentados en
apartados anteriores (Dalla Costa et al., 2019).

Existen diferentes ejemplos de vides modificadas genéticamente mediante
CRISPR/Cas9. Ren et al. (2016) modificaron una suspension de células de la variedad
Chardonnay utilizando A. tumefaciens como vector de transporte. Consiguieron inactivar
el gen que codifica la enzima L-idonato deshidrogenasa (idnDH) con el fin de alterar la
ruta biosintética del acido tartarico. Ren et al. (2019) también han sido capaces de
inactivar el gen codifica la enzima fitoeno desaturasa en las variedades Neo Muscat,
Chardonnay y en el portainjerto 41B. Wan et al. (2020) introdujeron mutaciones en el
locus O de resistencia al mildiu (MLO) en la variedad Thompson Seedless. En este locus
es donde se cree que residen los genes de susceptibilidad al mildiu. Tras la edicion de
los genes VWMLO3 y VVMLO4, las plantas regeneradas exhibieron una mayor
resistencia a la infeccién por mildiu con respecto a las plantas control. Por ultimo, cabe
destacar el estudio llevado a cabo por Jiao et al. (2020). En este estudio se modifico el
gen que codifica la proteina VvVPR4b, relacionada con la patogenicidad, ya que, forma
parte del mecanismo de defensa de la planta frente a un patégeno invasor. Tras la
modificacion de la proteina mediante CRISPR/Cas9 y su consecuente inactivacion, las
plantas modificadas mostraron una mayor susceptibilidad frente al mildiu, confirmando
el papel que ejerce la proteina VvPR4b frente al mildiu.

6.4.3 El ARN de interferencia

En el apartado anterior se ha hablado de la posibilidad de evitar la expresiéon de
determinados genes relacionados con la susceptibilidad de la plana frente a
determinados patégenos. Este mecanismo, denominado silenciamiento génico
constituye una manera atractiva para aumentar la resistencia a los diferentes patégenos
que pueden afectar a la vid, ademas de ser una alternativa a la introduccion de genes
de resistencia.

El silenciamiento se puede conseguir por transformacion mediante modificacion
genética, lo cual esta estrictamente regulado en el &mbito europeo. Por el contrario, el
ARN de interferencia es una técnica emergente que permite silenciar genes
selectivamente sin necesidad de realizar modificaciones genéticas (aunque no esta
regulado oficialmente, esta técnica no entraria dentro de la legislacién de transgénicos)
(Marciano et al., 2021).

Esta técnica se basa en el mecanismo natural de gran nimero de organismos para
regular la expresion génica o para defenderse de la presencia de ADN exdgeno. Para
el primer caso, la planta produce especificamente moléculas conocidas como micro
ARNs (miARN) con forma de horquilla que sirven de guia para degradar el ARN
mensajero de los genes objetivo. Para el segundo caso, al detectar ARN de doble
cadena (ARNdc) la planta produce pequefios ARN de interferencia (SiARN) que
defienden a la planta de la presencia del ARN exdgeno. En resumen, tanto el miARN
como el siARN son ARN complementarios a una porcién del ARN mensajero que
producen los patégenos. Cuando se va a producir producir la unién entre ambas
moléculas, se inhibe la traduccién y consecuentemente la expresién del gen o del
fragmento exdgeno introducido (Marciano et al., 2021).
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El silenciamiento postranscripcional de genes puede ser estimulado a través de la
adicion de moléculas en forma de horquillas de ARNdc o de miARNSs atrtificiales. Uno de
los mayores obstaculos de esta técnica es la introduccion del ARN de interferencia en
el interior de la célula. Las diferentes posibilidades de introducciéon pasan por la
aplicacion directa, el uso de transportadores proteicos o nanoparticulas de diferentes
materiales (Dubrovina et al., 2020).

Existen ejemplos de aplicacion por via foliar de ARN de interferencia. Dubrovina et al.
(2020) disminuyeron los niveles de transcripcion del gen que codifica la enzima
neomicina fosfotransferasa Il en la especie Arabidopsis thaliana. Marciano et al. (2021)
silenciaron con éxito el gen VviLBDIf7 en la variedad Pinot Noir, uno de los genes de
susceptibilidad al mildiu. Las plantas tratadas con el ARN de interferencia exhibieron
mayor resistencia al mildiu con respecto a las plantas control. En otro ejemplo, Haile et
al. (2021) consiguieron silenciar los genes de virulencia PvDCL1 y PvDCL2 del mildiu.
Los tratamientos tuvieron un efecto preventivo y curativo al disminuir la tasa de progreso
de las hojas ya infectadas.

Esta técnica, si en el futuro es llevada a gran escala, podria suponer una revolucién en
el ambito de la proteccién de cultivos al tener un doble enfoque, el de silenciar los genes
de susceptibilidad de la especie vegetal afectada y el de silenciar los genes de virulencia
de la especia patogénica.

7 CONCLUSION

Al ser la vid un cultivo de gran importancia cultural y econdmica, a lo largo de la historia,
se han utilizado todas las estrategias de mejora disponibles en cada momento. Sin
embargo, los resultados obtenidos en vid, a diferencia de otros cultivos, no han sido los
esperables y no han logrado dar respuesta a los problemas que se han ido planteando,
todo ello debido a las caracteristicas genéticas de la vid.

Recientemente, el actual nivel de conocimiento sobre la genética de la vid, derivado de
la aplicacion de técnicas moleculares esta permitiendo identificar cada vez con mayor
precision las bases genéticas de muchos rasgos de interés viticola. A su vez, estas
técnicas permiten una evaluaciébn mas precisa del germoplasma disponible tanto en
variedades minoritarias como en poblaciones silvestres.

Por otro lado, el reciente desarrollo de las técnicas de transformacion genética podria
suponer un cambio sustancial en el enfoque de la mejora de la vid en relacion con su
adaptacion al cambio global.

Es aconsejable que el mundo viticola esté atento y abierto a los nuevos avances para
que estos puedan ser incorporados. A su vez, sera necesario estar atento a la legislacion
europea sobre estas técnicas de mejora puesto que cuales podria ser limitante para la
aplicacion en campo de todas estas novedades. De esta manera, a través de estas
técnicas, se podria hacer frente de una manera mas rapida al contexto de cambio al que
se enfrenta la vitivinicultura mundial.
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