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Resumen

Las variedades de vid muestran un amplio rango de variacion en la forma de
la uva. El determinismo genético de la forma del fruto es desconocido en la vid
aunque se trata de un caracter relevante en la mejora genética de la uva de mesa.

La forma de la baya se ha analizado en una progenie F; derivada de un
cruzamiento entre las variedades de uva de mesa Red Globe y Crimson Seedless
(RGxCS). Uno de los ‘Quantitative trait loci’ (QTLs) con mayor efecto para la
forma de la baya, medida como la relacion entre el diAmetro polar y el ecuatorial, se
localiz6 en el grupo de ligamiento 5 (GLS) y explico hasta un 30% de la variacion
para este caracter (QTL SHAPE). Ademas, el analisis de las flores recién abiertas de
individuos de la progenie indica la existencia de correlacion entre la forma de la uva
y la forma del ovario. Ello sugiere que la forma final de la uva en esta progenie se
determina parcialmente durante el desarrollo del ovario. Esta correlacion no se
observo sobre una seleccion de variedades de vid con formas diversas, lo que sugiere
que el control genético de la forma de la uva presenta componentes comunes y no
comunes con el control genético de la forma del ovario.

Con el fin de identificar posibles genes candidatos responsables del QTL
SHAPE se llevo a cabo un analisis global de la expresion génica. En este experimento
se compararon flores pre-antesis de individuos en los dos extremos de la distribucion
de la F; RGxCS, con bayas esféricas o elipsoidales y seleccionados ademas para su
genotipo en el QTL SHAPE. Se identificaron 55 genes expresados diferencialmente
entre las flores de los dos grupos de plantas. Diez de estos genes se localizaron en el
intervalo de confianza del QTL sugiriendo un efecto de la seleccion genotipica y/o
fenotipica. La expresion relativa de varios genes seleccionados dentro del intervalo
de confianza se analizo mediante PCR cuantitativa en flores pre-antesis y en frutos
cuajados. La combinacion de los resultados de expresion con los genéticos apunta al
gen con mayores diferencias de expresion como candidato a ser responsable de este
QTL.

Palabras clave: Uva de mesa, forma de uva, forma de ovario, control genético, expresion
génica.

INTRODUCCION

El fruto de las vides (genero Vitis) es una baya con el mesocarpo carnoso dirigido
a la dispersion frugivora de las semillas.Escriba aqui la ecuacion. En las especies de vid
silvestre originales este fruto es de pequefio tamafio y forma esférica. En cambio, entre las
vides cultivadas (principalmente la vid europea Vitis vinifera subsp. vinifera) se encuentra
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una gran diversidad de tamafios y formas de fruto caracteristicos de cada variedad
(Boursiquot et al., 1995). La mayor variacion se presenta entre las variedades de uva de
mesa que son las que alcanzan mayores tamafios de fruto con formas que pueden ir desde
esféricas a cilindricas, pasando por tipos ovoides y elipsoidales o incluso formas
exageradas tipo cuerno. Esta gran diversidad aparecidé posiblemente como consecuencia
de variaciones somaticas que fueron seleccionadas por el ser humano durante el proceso
de domesticacion asociadas a la bisqueda de frutos con mayor tamafo (This et al., 2006;
Houel et al., 2013). Actualmente, el mercado de uva de mesa reclama frutas de gran
tamafio. Ademas en programas de mejora de uva de mesa se desean uvas con formas que
den exclusividad al producto y lo hagan atractivo y reconocible para el consumidor, y asi,
facilmente asociable a otros valores anadidos que pueda incorporar el genotipo mejorado.

En la vid, el gineceo u érgano reproductivo femenino de la flor es un pistilo con
un ovario bicarpelar. A partir de los tejidos del ovario se desarrolla el fruto. Se ha descrito
que la variacion de la forma y el tamafio de la uva se puede determinar a través de los
procesos de division que tienen lugar en el desarrollo pre-antesis del pistilo o en la fase
inicial del desarrollo del fruto, al igual que mediante procesos de expansion celular, que
suceden principalmente en dos fases del desarrollo del fruto (Coombe, 1973; Houel et al.,
2013)

Las bases genéticas de la variacion en la forma de baya de la vid se desconocen a
pesar de su relevancia en la mejora de la uva de mesa. Con el objetivo de profundizar en
la identificacion de estos determinantes genéticos, en este estudio se realizo un andlisis de
QTLs sobre una progenie F; que segrega para el caracter. Se tratd de identificar la fase de
desarrollo y el mecanismo celular implicados en la variacion asociada al QTL de efecto
mayor identificado. Se disefi6 una comparacion transcriptdmica para tratar de identificar
genes candidatos a determinar las diferencias de fenotipo y a portar los polimorfismos
responsables.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal: se utilizd una progenie F; de 292 individuos procedentes de un
cruzamiento RGxCS. La progenie segrega, entre otros caracteres, para la forma de la baya
(Figura 1A) y se analiz6 a nivel fenotipico, genético y molecular. Esta progenie se generd
en 2003, esta plantada sobre pie franco y se ubica en la parcela experimental de ITUM en
la Estacion de Blanca (Murcia). También se analizo el fenotipo en una seleccion de 17
accesiones, la mayoria de uva de mesa, que difieren en la forma de baya segin datos que
fueron registrados previamente. Las accesiones utilizadas fueron Chasselas Doré, Rey,
Muscat Ottonel, Garnacha Blanca, Eva, Paraiso, Alfonso Lavallée, Planta Nova y
Marisancha con baya esférica y Pizutello Blanco, Dattier Beyrouth, Dominga,
Quiebratinajas Blanco, Naparo, Auxerrois, Italia y Ragol seleccionadas por su baya
alargada. Estas accesiones se hallan en la coleccion del ICVV de la finca de La Grajera
(Logrofio).

Analisis fenotipico. se estimaron los indices de forma de ovario (OS) y forma de
baya (BS) en flores en antesis y en bayas maduras respectivamente. Los indices se
estimaron como el cociente entre los didmetros polares y ecuatoriales del ovario en el
primer caso y de la baya en el segundo. Las medidas de ovario se realizaron usando la
aplicacion ImagelJ sobre flores en antesis escaneadas (30 flores/genotipo procedentes de al
menos dos inflorescencias) y las de baya con un calibre electronico Mitutoyo®. Las
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medidas de baya se realizaron sobre toda la progenie durante tres anos (2007-2009) y se
utilizaron para el andlisis de QTLs. En cada afo, los datos fueron obtenidos a partir de
una muestra de 25 uvas tomadas al azar de una mezcla de tres racimos representativos de
cada planta y promediados para cada individuo. Sobre la progenie se realizaron medidas
de ovario en 2012 sobre una seleccion de 13 individuos, seis del extremo del indice BS
correspondiente a bayas esféricas y siete del extremo correspondiente a elipsoidales, que
ademas fueron seleccionados para el genotipo correspondiente a ese extremo en los
marcadores del QTL SHAPE (Figura 1B). Las medidas sobre la seleccion de individuos
fueron realizadas en 2013, en el ovario de igual modo al descrito para la progenie y en
fruto a partir de 150 bayas procedentes de 5 racimos distintos (30 bayas/racimo). La
significacion estadistica de las diferencias se analiz6 mediante tests ANOVA anidado y ¢
de Student. Ademds se analiz6 la asociacion entre las variables mediante matrices de
correlacion. Los andlisis se realizaron usando las aplicaciones SPSS y Statistica y en
todos los casos se aplicd un umbral P <0.05.

Analisis genético: para toda la progenie RGxCS y los progenitores se analizaron
223 SSR seleccionados en base a su posicion conocida en el genoma de la vid. Ademas se
analizaron siete pools de 48 SNP en el Centro Nacional de Genotipado (CeGen). La
construccion de los mapas de ligamiento de los marcadores SNP y SSR se realizd
utilizando el programa informatico JoinMap 3.0. Los andlisis de QTL se realizaron de
forma independiente para cada variable (longitud, didmetro y forma de baya) en los tres
mapas, el de cada progenitor y el consenso, usando el programa MapQTL 4.0. Para la
deteccion de QTLs se utilizd el umbral de LOD (logaritmo de la probabilidad de que
exista un QTL en esa posicion) correspondiente a un nivel de significacion a = 0.05 para
cada GL. Se consideraron QTL significativos aquellos cuyos valores LOD superaron el
umbral establecido a un nivel de significacion del 99% (o = 0.01) para cada GL y/o 95%
(a.=0.05) para el genoma completo.

Andlisis global de expresion génica: se pulverizd material congelado de flores
cerradas (~3 semanas pre-antesis). Se compard la expresion entre nueve individuos de la
progenie RGxCS con baya esférica y nueve con baya elipsoidal seleccinados siguiendo
los mismos criterios descritos para el analsis de fenotipos (Figura 1). Se obtuvo ARN
utilizando el kit Plant RNA Spektrum Kit de Sigma, el ARN se trato con DNase I
(QIAGEN) y su calidad se testo mediante Bioanalyzer. Para los andlisis de expresion se
utilizé la micromatriz de Nimblegen Vitus exp. HX12 con sondas de ADN representativas
de todos los genes anotados sobre la secuencia gendmica de la vid, empleando el
protocolo de hibridacidon recomendado por los fabricantes. Se realizd una normalizacién
‘Robust Multi-array average’ sobre las intensidades de hibridacion y la identificacion de
genes diferenciales se realizd6 mediante analisis estadistico ‘¢ de Student” implementado
en la aplicacion TMeV.

Analisis de expresion mediante RT-qgPCR: Se disefiaron cebadores especificos para
la amplificacion del gen seleccionado como candidato a portar la mutacion responsable
del QTL de efecto mayor en la forma de baya en la progenie RGxCS. Se analiz6 la
expresion en muestras de flores cerradas (~3 semanas pre-antesis) como en el analisis de
micromatrices. Adicionalmente, se analizaron muestras de frutos en cuajado para
comprobar la evolucion temporal de la expresion. Se analiz6 una seleccion de individuos
de la progenie similar a la empleada para el andlisis de micromatrices, ademas de los
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progenitores. Se us6 el protocolo y el método de andlisis descrito anteriormente
(Carbonell-Bejerano et al., 2013).
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Figura 1. Distribucion de la forma de baya en la progenie RGxCS y criterios de seleccion. A)
Ejemplos de diversidad de forma de fruto en la progenie. B) Distribucion del promedio de forma
de baya de tres afios y se indica el umbral del indice de forma y los genotipos seleccionados para

cada extremo de la distribucion.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis genético cuantitativo de la forma de baya

El andlisis genético cuantitativo permitid identificar un control genético poligénico
tanto para longitud (BL) como para diametro de baya (BD) incluyendo un par de QTLs de
efecto mayor en el GL5 (hasta 15% de la variacion de BL) y en el GL18b (hasta el 50 y el
60% de la variacion de BL y BD respectivamente). Ademas, se hallaron QTLs de efecto
menor en los GL 6, 8, 12 y 14 para estos parametros (Figura 2). Sin embargo, cuando se
analiz6 el indice de forma de baya (BS), el QTL de efecto mayor en el GL5 (QTL
SHAPE) llegd a explicar hasta el 30% de la variacion) junto con otros QTLs de menor
efecto en los grupos de ligamiento 1 (13%), 8 (10%), 10, 11, 18ay 19.

Analisis del fenotipo de ovario y correlacion entre formas de ovario y fruto

El anélisis de la forma de flores y frutos en individuos F; de los dos extremos de la
distribucion para forma de baya mostr6 una correlacion positiva signicativa entre la forma
del ovario y la del fruto (P de Pearson <0.01), lo que sugiere que el QTL SHAPE puede
influir en la forma de la baya a partir de su efecto en el desarrollo pre-antesis del ovario.
En la seleccién de accesiones también se encontraron diferencias significativas para las
variables analizadas. Por el contrario, no se detectd correlacion significativa entre las
formas de ovario y fruto coincidiendo con estudios anteriores (Houel et al., 2013), lo que
sugiere que en la vid existen otros determinantes genéticos que pueden controlar la forma
de la baya en momentos de desarrollo distintos a los que actuaria el QTL SHAPE.
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Figura 2. QTLs para longitud (BL), didmetro (BD) y forma de baya (BS) en la progenie
RGxCS. Se muestra el efecto de los marcadores distribuidos en los 19 GLs. Se dintigue
entre los resultados del mapa consenso (circulos), el de Red Globe (cuadrados) y el de
Crimson (triangulos). Las lineas delimitan la extension del intervalo de confianza y el
color la variacion explicada (azul claro <5%, azul oscuro 5-10%, negro >10%).

Analisis transcriptomico para la identificacion de genes implicados en la
determinacion de la forma de baya por el QTL SHAPE

Con el fin de identificar posibles genes candidatos para el QTL SHAPE se realizo
un andlisis transcriptomico comparando el transcriptoma de flores en desarrollo de
individuos de baya alargada con el equivalente de individuos de baya esférica
seleccionados segun los criterios descritos anteriormente (Figura 1B). Se analizaron flores
en la fase de desarrollo en la que tiene lugar el crecimiento del pistilo teniendo en cuenta
la relaciéon observada entre las formas de ovario y fruto. Este andlisis permiti6 la
identificacion de 55 genes expresados diferencialmente (P <0.05 y nivel de cambio >2-
veces). Cabe destacar la localizacion de diez de estos genes dentro del intervalo de
confianza del QTL SHAPE y entre ellos se encuentra el gen que mostro la mayor
diferencia de expresion (Figura 3A).
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Figura 3. Efecto del locus SHAPF en la expresion génica. A, genes diferenciales en el GLS
resaltando los incluidos en el intervalo de confianza del QTL para los que se muestra su anotacion
y cambio de expresion. B, Analisis de expresion mediante RT-qPCR del gen con mayores
diferencias de expresion en individuos de la progenie y en los progenitores.
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Un andlisis pormenorizado de la secuencia de la proteina codificada por este gen
segiin la anotacion del genoma (datos no mostrados) muestra similitud con proteinas
pertenecientes a una familia conservada en eucariotas y que se ha implicado en complejos
de remodelacion de cromatina (Messina et al., 2014). Sin embargo, en plantas esta familia
es practicamente deconocida. Mediante PCR cuantitativa se comprobd que este gen
muestra una sobreexpresion en individuos de baya alargada frente a individuos con baya
esférica de 70 veces en flores y de 100 en frutos en cuajado (Figura 3B). En ambos
progenitores del cruzamiento este gen presentd una expresion intermedia entre los dos
grupos contemplados (Figura 3B).

CONCLUSIONES

El QTL SHAPE, situado en el GLS, explica gran parte de la variacion de la
longitud y la forma de baya en la progenie RGxCS.

El locus SHAPE puede determinar la forma de la baya durante el desarrollo pre-
antesis del pistilo. En otras variedades la forma de la baya podria determinarse durante el
desarrollo del fruto.

El gen més sobreexpresado en flores de individuos con baya alargada se encuentra
en el intervalo de confianza del QTL SHAPE. Una mutacion que cause la sobreexpresion
en cis del alelo portador de este gen podria ser responsable del QTL, teniendo en cuenta
su efecto dominante y que la expresion de este gen en los progenitores, heterocigdticos
para el locus, es intermedia entre la de individuos homocigoéticos para el alelo responsable
e individuos no portadores de este alelo.
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