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Resumen

La variedad de uva tinta de vinificacion Prieto Picudo, tradicional de Castilla
y Leon, presenta una variante somatica, denominada Prieto Picudo Oval, con bayas
mas ovaladas. Desde hace décadas se ha mostrado interés por esta variante y se han
seleccionado clones con este fenotipo. En este trabajo se presenta la caracterizacion
fenotipica de las dos variantes, normal y oval, y se investigan las causas celulares y
moleculares de las diferencias encontradas y el momento del desarrollo en el que se
establecen. Una caracterizacion morfométrica del pistilo en antesis mostréo que ya
durante su desarrollo pre-antesis se establece una diferencia en la longitud de un
componente concreto del pistilo, el estilo, que es mas largo en la variante oval.
Analisis similares de la morfologia del fruto y de la semilla identificaron que tanto
las uvas maduras como las semillas son también mas largas en esta variante. Un
analisis histologico en tres estadios del desarrollo del pistilo y del fruto sugirié que la
diferencia en la forma del fruto podria estar relacionada con la existencia de mayor
nimero de divisiones celulares durante la morfogénesis del estilo en la variante oval.
Pese a la mayor longitud del estilo en esta variante, su linea celular epidérmica
presenta células de menor tamafio y por tanto mas células. Sin embargo, en el fruto
en pre-envero ya no se observan diferencias significativas entre las dos variantes en
el tamafio celular, lo que indica que la expansion celular no esta afectada. Un
experimento de RNAseq permitio identificar 52 genes expresados diferencialmente
entre flores de ambas variantes durante la morfogénesis del pistilo. Entre ellos, el
gen mas sobre-expresado en la variante oval, anotado como receptor de glutamato,
present6 un unico haplotipo expresado en esta variante y ausencia de expresion en la
variante normal. Este hecho sugeriria que una mutacion en un alelo de este gen o en
la secuencia reguladora provoca su desregulacion en la variante oval. Este trabajo
supone un avance en el conocimiento de los procesos de desarrollo que producen
variaciones de forma de fruto en la vid y podria servir como base para la
identificacion de la mutacion responsable de la variacion somatica entre las
variantes oval y normal de Prieto Picudo.

Palabras clave: variacion somatica, seleccion clonal, forma de uva, division celular,
expresion génica.
INTRODUCCION

El origen de la variedad Prieto Picudo no se conoce con exactitud, pero se pueden
encontrar en la literatura numerosas referencias al cultivo de la misma en Castilla y Ledn
(Yuste et al., 1998), y al consumo y comercializacion del vino elaborado. Actualmente es
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la variedad principal de la Denominacion de Origen Tierra de Leon, ubicada en el SE de
Leon, el N de Valladolid y el NE de Zamora. Prieto Picudo presenta un racimo pequeio
en general, de forma conica, con alas y compacto. La baya suele ser pequefia, negra y mas
o menos apuntada. Las propiedades agronomicas mas importantes son: baja fertilidad, que
en parte lleva a una producciéon media-baja, época de maduracion media y vigor medio
(Arranz et al., 2007). Ademas, en general es poco sensible a plagas y enfermedades. En la
uva, sobresalen la excelente relacion entre contenido de azlcares y acidez total y su
destacable color (Rubio et al., 2009).

Durante la seleccion y el estudio de cepas en las parcelas en las que se encontraba
originalmente Prieto Picudo se obtuvieron clones certificados (Yuste et al., 1998) y se
observd la existencia de algunas plantas con ciertas caracteristicas diferenciales,
especialmente una forma oval de la baya mas marcada. Esta variante soméatica de Prieto
Picudo se denomind Prieto Picudo Oval (PPO) para la que se enunciaron varias
diferencias existentes con respecto a Prieto Picudo Normal (PPN). Entre ellas, una forma
de la baya méas oval en PPO, una mayor compacidad del racimo en PPN, y peso medio de
la pepita, mas elevado en PPO. Puesto que todas las cepas de Prieto Picudo proceden de
propagacion vegetativa a partir de una semilla original, las diferencias fenotipicas entre
las variantes de Prieto Picudo pueden deberse a mutaciones somaticas mantenidas en
algunas lineas a través de su reproduccion vegetativa. Para identificar estas mutaciones
realizamos un andlisis comparativo para obtener mdas informacién sobre las causas
genéticas de las diferencias fenotipicas.

MATERIAL Y METODOS

El material vegetal estudiado de PPN (Prieto Picudo Normal) y PPO (Prieto
Picudo Oval) corresponde a vides situadas en la finca Zamaduefias (Valladolid), del
Instituto Tecnologico Agrario de Castilla y Ledn. Como control se utilizaron dos clones
certificados de Prieto Picudo, CL-9 y CL-58, del este mismo Instituto. Como variantes
somaticas se utilizaron tres clones de Prieto Picudo Oval: PPO1, PPO2 y PPO3.

Se caracterizaron morfologicamente pistilos de flores recién abiertas (100 pistilos
por clon), bayas maduras (150 por clon) y semillas (las de las 150 bayas analizadas). Se
escanearon a gran resolucion los pistilos y las semillas para medir diversos parametros
con el programa ImageJ (Figura 1).

A) = B) 0
Figura 1. A) Medidas realizadas en cada pistilo: longitud del ovario (LO), longitud de la flor
completa (LP), longitud desde la base del ovario hasta el diametro maximo (LO2) y el didmetro
maximo (D); y la derivada longitud del estilo (LE). B) Medidas de bayas: longitud (LB) y
diametro (DB). C) Medidas en semilla escaneada: longitud (LS) y didmetro (DS).

La caracterizacion histologica se llevod a cabo en los clones PPN58 y PPO3 en 3
estadios de desarrollo: flor en antesis recién abierta, fruto en cuajado y fruto en pre-
envero. Las muestras se fijaron en FAA (Formalin-Acetic-Alcohol), se deshidrataron en
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series de etanol (50%, 60% y 70%) y se incluyeron en parafina. Se cortaron secciones
longitudinales finas (8 um) de la muestra en un microtomo (HM 330, MICROM) y se
fijaron en los portaobjetos. Por ultimo, se tifieron con azul de toluidina.

El andlisis histologico de la flor se centrd en la epidermis del estilo por ser ésta la
parte del pistilo que mostrd dimensiones diferentes entre los morfotipos Oval y Normal.
Se midi6 una linea alrededor del contorno interno de la epidermis de dichas zonas.
Después se contd el niimero de células contenidas en esa longitud y se realizaron los
calculos correspondientes para obtener la longitud celular media (cociente entre la
longitud total medida en el contorno y el nimero de células que incluye) y la densidad
celular (cociente entre el numero de células contabilizadas y la longitud total medida).
Ambos pardmetros informan sobre el tamafio de las células estudiadas, permitiendo
comparar los dos genotipos.

La zona elegida para el andlisis del fruto en ambos estadios de desarrollo fue su
parte distal que ontoldgicamente proviene del estilo. En los cortes histologicos del fruto
se tomaron dos medidas por imagen en dos zonas: el mesocarpo interno (células grandes)
y el mesocarpo externo (c€lulas pequefias), realizando posteriormente la media aritmética
para cada tejido en cada imagen. Para obtener el area celular y la densidad celular se
utilizé una metodologia similar a la descrita en trabajos similares (Houel et al., 2013).
Con el programa Imagel, se selecciond un rectangulo donde las células se distinguieran
claramente, se midio el area del rectangulo (tras introducir la escala correspondiente) y se
contaron las células contenidas en el rectangulo marcado. Seguidamente se calcularon el
area celular (cociente entre area del rectangulo y niimero de células) y la densidad celular
(cociente entre nimero de células y area celular).

El andlisis estadistico de las medidas fenotipicas se realizdo mediante el software
Statistica (StatSoft, Inc. version 7.1, 2005). Se utilizé un diseflo jerarquizado, en el que se
consideraron tres factores (morfotipo, clon y planta) que contribuyen a la varianza. El
factor clon estd anidado a morfotipo, y el factor planta, a su vez, estd anidado a clon. Para
la comparacion de datos histologicos recogidos en preparaciones de un solo clon por
morfotipo se utilizd un andlisis de varianza unidimensional.

El andlisis de expresion diferencial se realizd entre los clones PPN58 y PPO3.
Para ello se utilizaron tres réplicas bioldgicas de inflorescencias en estadio H (escala
fenoldgica de Coombe (1995) de cada clon. La extraccion de RNA se realizé con el kit
Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma). La secuenciacion del RNA (RNAseq) se llevo a
cabo en el CRG (Centre for Genomic Regulation, Barcelona) generandose secuencias
(reads) paired-ends de 101 nucledtidos de longitud. Tras el control de calidad las
secuencias de mRNA se alinearon con el programa TopHat2 con la secuencia de
referencia del genoma completo de vid, version 12X (Jaillon et al., 2007). Para el analisis
de expresion diferencial se utilizo el programa Htseq-count, que contabilizo los reads que
alinean en cada gen anotado sin ambigiiedades (por ejemplo, reads en genes solapados) y
mediante el paquete EdgeR se identificaron genes diferencialmente expresados con P
<0,05 tras el ajuste de Bonferroni y un nivel de cambio >2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion morfométrica de pistilos, frutos y semillas
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En la caracterizacion morfométrica del pistilo (Figura 2) las mayores diferencias
entre los morfotipos oval y normal correspondieron a la longitud del estilo (LE) y al
didmetro maximo del ovario (D). Los pistilos del morfotipo PPO muestran mayor LE
(Tabla 1). En cambio, los pistilos de PPO tiene menor D que los pistilos de PPN.

Tabla 1. Valor medio y desviacion estandar de las variables que presentaron mayores
diferencias en pistilo (LE, longitud del estilo y D, didmetro maximo del ovario), en baya (LB,
longitud y DB, diametro) y en semilla (LS, longitud y DS, didmetro).

Variable PPN PPO
Pistilo LE (mm) 0,031 +£0,006 0,039+0,008
D (mm) 0,137+0,009 0,133+0,008
Baya LB (mm) 13,56+0,960 15,02+0.960
DB (mm) 12,17£1,103 11,66+0,840
Semilla LS (cm) 0,58+0,520 0,65+0,560
DS (cm) 0,37+0,029 0,37+0,028

La diferencia en la forma de la baya es el cardcter mas evidente que ha permitido
distinguir ambas variantes morfologicas de Prieto Picudo (Figura 2). Esta forma es mas
oval en PPO. Los clones ovales mostraron generalmente valores de LB superiores a los
clones normales y valores de DB inferiores (Tabla 1). En las bayas maduras el valor de F
fue marcadamente distinto entre clones de distintos morfotipos y muy similar entre clones
del mismo morfotipo.

PPN (WT) PPO (OVAL)

Figura 2. Pistilos, bayas y semillas de PPN y PPO.

En cuanto a la semilla, los resultados mostraron diferencias estadisticamente
significativas en la LS (Figura 3), mayor en los morfotipos ovales que en los normales.
Como consecuencia la variable derivada FS es mayor en los morfotipos ovales (Tabla 1).

Analisis histologico del pistilo y del fruto

A partir de los cortes histologicos de flores recién abiertas (Figura 3A) se
caracterizo la composicion celular de la epidermis del estilo (Figura 3B). La longitud
celular de la epidermis (cociente entre la longitud del segmento y el nimero de células
que contiene) y la densidad celular por unidad de longitud (cociente entre el nimero de
células y la longitud del segmento) indican diferencias estadisticamente significativas.
Las células epidérmicas del estilo del morfotipo oval son mas pequenas que las del
normal (PPNS5S8: longitud celular = 18,001+1,480, densidad celular = 56,103+4,545;
PPO3: longitud celular = 15,537+0,542, densidad celular = 64,545+2,335).
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Figura 3. A) Cortes histologicos de un pistilo de PPN58 (izquierda) y PPO3 (derecha).
B) Ejemplo de procedimiento de medida de células en la epidermis del pistilo. La linea
negra, sefialada por una flecha, sigue el contorno de la capa de células epidérmicas. Esta

longitud se midio6 con el programa ImageJ y se cont6 el numero de células incluidas.

En frutos en cuajado las diferencias entre morfotipos no fueron estadisticamente
significativas para ninguna variable indicando que las células llegan a alcanzar tamafios
similares en ambos morfotipos.
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Figura 4. Alineamiento de los reads para el gen VIT 04s0069g00550. A) En PPN58 no hay
reads porque no hay expresion del transcrito, en cambio en PPO3 si. B) Fragmento exénico en
las réplicas de PPO3 (separadas por las lineas negras) donde parece expresarse un unico alelo.

C) Esquema del gen VIT 0450069200550 donde se muestran dos fragmentos de gDNA
secuenciados (azul) en PPN58 y PPO3, y los polimorfismos heterocigotos presentes.

Comparacion transcriptomica

El andlisis transcriptomico identificd 52 genes expresados diferencialmente entre
PPO y PPN. De ellos, 21 se encontraron sobreexpresados y 31 subexpresados en PPO3.
Entre los sobreexpresados en PPO3 hay un gen, VIT 0450069200550, que destacd por
presentar el mayor cambio de expresion (sobre-expresado mas de 57 veces en PPO3
respecto a PPN58). Este gen esta anotado en el genoma de la vid como un receptor de
glutamato, un canal idnico que presenta similitud con receptores del neurotransmisor
glutamato de animales (Grimplet et al., 2012).
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El alineamiento de los reads indica ademads diferencias de expresion alélica en el
gen del receptor de glutamato VIT 0450069200550 (Figura 4A). Su expresion sélo se
detecté en PPO3 y la secuencia de los reads indica que solo hay un haplotipo expresado
(Figura 4B), a pesar de que la secuencia gendmica indica el estado de heterocigosis del
gen (Figura 4C).

CONCLUSIONES

La mayor longitud del estilo estd relacionada con mayor nimero de células,
aunque de menor tamafio, en el estilo de las flores de morfotipo oval. Se estima la
existencia de una division adicional en al menos la mitad de sus células.

Las diferencias en la forma de la baya entre ambos morfotipos de Prieto Picudo se
establecen en el desarrollo del pistilo y se mantienen a lo largo del desarrollo del fruto. La
mayor longitud del fruto en PPO estaria relacionada con diferencias en el nimero de
células y no en su tamafio.

Asociadas a la forma de la baya se detectaron diferencias en la forma de la semilla
que es mas alargada en los clones del morfotipo oval que en los del morfotipo normal.

A nivel de expresion génica, cabe destacar un gen anotado como receptor de
glutamato, VIT 04s0069g00550, sobreexpresado en flores de PPO3 y no detectable en
PPNS58. La sobreexpresion de un unico alelo de este gen es un indicio de que la mutacioén
que causa la sobreexpresion se encuentre en cis con el alelo sobreexpresado de este gen.
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