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Resumen

La variacion genética somatica puede contribuir a la variacion fenotipica en
plantas perennes. Esto es particularmente importante en especies cultivadas como la
vid en la que muchas variedades se han propagado vegetativamente durante siglos.
La variacion fenotipica entre las lineas y clones que derivan de un zigoto original se
deben a mutaciones y epimutaciones somaticas que afectan especificamente a células
y lineas celulares de la planta. En la vid, se ha descrito la existencia de variacion
somatica para muchos caracteres de las hojas, racimos o bayas. De hecho, esta
variacion somatica es la fuente de diversidad empleada para la seleccion clonal, y ha
contribuido a la mejora de las variedades de vinificacion para su adaptacion a
nuevos requerimientos de calidad o de produccion. Las herramientas gendémicas
disponibles pueden ayudar a conocer la base molecular de la variacion somatica. En
los ultimos afios, varias investigaciones han identificado las mutaciones causantes de
variantes somaticas en distintas variedades, que incluyen mutaciones puntuales,
mutaciones causadas por elementos transponibles y reorganizaciones cromosomicas.
El analisis comparativo de estos resultados permite extraer algunas conclusiones
generales sobre el origen y amplitud de esta variacion y sus posibilidades de
utilizacion en la mejora genética de las variedades de vinificacion.

Palabras clave: Variacion somatica, seleccion clonal; elementos transponibles;
reorganizaciones cromosomicas, herramientas gendmicas.

INTRODUCCION

Los resultados de los trabajos ampelograficos y mas recientemente los analisis
genéticos con marcadores moleculares permiten considerar que pueden existir entre 5000
y 10000 genotipos varietales distintos en la vid (This et al., 2006). De ellos, casi 1500 se
cultivan en diversas partes del mundo. Sin embargo, cuando se considera la superficie de
cultivo dedicada a cada variedad se observa que tan s6lo 16 variedades ocupan mas de la
mitad de la superficie mundial de cultivo (Tabla 1). Seis de ellas (Airén, Tempranillo,
Bobal, Garnacha Tinta, Carignan Noir (Mazuelo) y Monastrell) son espafiolas y las tres
primeras ocupan mas de la mitad de la superficie de vifiedo en nuestro pais.
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Tabla 1. Superficie mundial de cultivo de las variedades de vid mas representadas.

Orden Variedad Color Origen Area (ha) % % acumulado
1 Cabernet Sauvignon T  Francia 290091 6.3 6,30
2 Merlot T  Francia 267169 5.8 12,11
3 Airén B Espaifia 2352364 5,5 17,60
4  Tempranillo T  Espafia 232561 5.1 22,65
5 Chardonnay B Francia 198793 473 26,97
6 Syrah T  Francia 185568 4,0 31,00
7 Garnacha Tinta T  Espafia 184735 4,0 35,02
8 Sauvignon Blanc B  Francia 110138 2.4 37,41
9 Trebbiano Toscano B Ttalia 109772 2.4 39,80
10 Pinot Noir T  Francia 86662 1,9 41,68
11  Mazuelo T  Espaiia 80178 1,7 43,42
12 Bobal T  Espafia 80120 1.7 45,16
13 Sangiovese T  Italia 77709 1.7 46,85
14  Monastrell T  Espafia 69850 1,5 48,37
15  Grasevina B Croacia 61200 173 49,70
16  Rkatsiteli B Georgia 58641 1.3 50,97

Dadas las relevancia econémica de estas variedades en la elaboracion de vino de
calidad y sus genotipos Unicos altamente heterocigéticos, su mejora genética en ausencia
de transformacion genética estd limitada a la variacion que muestren a nivel somatico.
Esta variacion somadtica, bien sea espontanea o inducida, es la Unica fuente de variacion
que permite mejorar estas variedades conservando el genotipo varietal (Torregrosa et al.,
2011). Esta variacion somdtica puede permitir la adaptacion de una variedad a nuevas
condiciones de cultivo 0 a nuevas situaciones climaticas o sanitarias. Ademas, cuando
aparece una variacion cualitativa que genera la posibilidad de elaborar un nuevo producto
puede ser la base para el desarrollo de nuevas variedades. Algunos ejemplos de estas
nuevas variedades lo constituyen la serie de variedades derivadas de Pinot Noir, (Pinot
Blanc, Pinot Gris, Pinot Meunier, etc.) o de Chasselas (Chasselas Dor¢, Chasselas
Apyrene, Chasselas Cioutat, Chasselas Musqué, etc.) o la mas reciente Tempranillo
Blanco derivada de Tempranillo.

La variacion somatica es consecuencia de mutaciones que se producen en
cualquier célula del organismo durante el proceso de division celular. Puede afectar a
cualquier célula de la planta con capacidad de proliferacion (generalmente células
meristematicas) y se transmitira a todas las células descendientes. Si la mutacion afecta a
una de las células madres de las lineas celulares L1 o L2 de los meristemos apicales, la
mutacidn se transmitira a la mayor parte de las células generadas por ese meristemo en la
linea celular correspondiente (Figura 1). Cuando la mutacion llega a afectar a todas las
células de la L1 o la L2 de una yema, puede transmitirse mediante reproduccion
vegetativa a una nueva planta. Ademas, si afecta a la L2 en un meristemo apical que
genere flores y frutos, puede pasar a los gametos y transmitirse por via sexual.
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Figura 1. Variacion somatica afectando a sectores de la hoja y del fruto en la vid.

La mutacion se produce espontdneamente con una cierta frecuencia y
consecuentemente, los clones de una misma variedad que se han multiplicado
vegetativamente, a veces durante siglos, siempre son quimeras portadoras de diferentes
mutaciones en distintas lineas y grupos celulares. El uso de marcadores moleculares como
microsatélites (Pelsy, 2010) o AFLP (Cervera et al., 2002) permite identificar variacion
en la secuencia nucleotidica entre clones de la misma variedad o entre brazos de la misma
cepa. La secuenciacion masiva ha permitido cuantificar la variacion en la secuencia
nucleotidica existente entre clones de Pinot Noir (Carrier et al., 2012). En cualquier caso,
lo mas relevante es identificar los cambios en la secuencia nucleotidica que son
responsables de la variacion fenotipica observada. En los ultimo afios, la disponibilidad
de las secuencias gendmicas de especies modelo de plantas y mas recientemente de Vitis
vinifera, ha generado informacion sobre los genomas vegetales y herramientas gendmicas
que en la actualidad permiten la identificacidon y caracterizacion de los genes y variantes
génicas responsables de la variacidbn somatica observada en la vid. En la presente
comunicacion pretendemos revisar los resultados aportados por distintos grupos de
investigacion incluido el nuestro en la caracterizacion de variantes somaticas de vid y
extraer conclusiones sobre la utilidad de este tipo de variacion genética en la mejora
genética de variedades de elite.

MATERIAL Y METODOS

Los materiales de estudio en este trabajo fueron las variantes somadticas y las
plantas madre, o las lineas o clones originales. La comparacion entre plantas originales y
variantes somaticas se estableci6 a tres niveles: fenotipico, genético y
gendmico/transcriptomico (Fernandez et al., 2010). El analisis fenotipico detallado de la
variante somatica tiene como fin establecer el momento y el tipo celular, tejido u 6rgano
en el que la mutacion somatica afecta al desarrollo con consecuencias en el fenotipo final.
Este andlisis es fundamental para orientar los estudios genéticos y gendmicos posteriores.

El andlisis genético se basa en el estudio de la segregacion del fenotipo. El
objetivo es identificar si la wvariacion fenotipica segrega en la descendencia de
autofecundaciones o cruzamientos con otras variedades y su patron de segregacion. Los
resultados informan de la dominancia del fenotipo, su control genético (mono- o
poligénico) y de la linea celular afectada. La disponibilidad de plantas segregantes
también sera de utilidad para localizar a nivel cromosdmico la variacion genética
responsable, caracterizar el alelo mutante del gen afectado y demostrar la relacion entre la
presencia de la mutacion y el fenotipo.
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El analisis gendémico se basa en el uso de estrategias de analisis global de la
expresion génica y/o estrategias de re-secuenciacion genodmica mediante secuenciacion
masiva. La primera aproximacion permite la identificaciéon de genes candidatos a estar
afectados por mutaciones que alteren la expresion en cis. La secuenciacion masiva
permite identificar polimorfismos asociados a la variante y en algunos casos identificar la
propia mutacion causante de la variacion fenotipica, ya sea puntual o consecuencia de
reorganizaciones cromosomicas.

En ausencia de procedimientos eficientes de transformacién genética de la vid, la
confirmacion de la relacion causa efecto entre la mutacion detectada y el fenotipo
observado, puede obtenerse de la identificacion de mutaciones independientes que
generan un mismo fenotipo, del andlisis de expresion alelo-especifica, de la co-
segregacion de mutacion y fenotipo en las progenies generadas y, en el caso de elementos
transponibles, de la identificacion de sucesos de reversion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Hasta el momento en la vid se han podido identificar las causas moleculares de
seis variaciones somaticas relevantes que afectan fundamentalmente a caracteres de la
baya y que en muchos casos han dado lugar a nuevas variedades. Las mutaciones
identificadas se agrupan en tres clases, mutaciones puntuales, inserciones/deleciones de
elementos transponibles y reorganizaciones cromosomicas (Tabla 2).

Una mutacion puntual que provoca un cambio aminoacidico en el dominio
DELLA de la proteina GAI de Vitis vinifera provoca insensibilidad a giberelinas y es la
causante del fenotipo dominante de entrenudo corto y elevada pilosidad caracteristico de
la variedad Pinot Meunier. Esta mutacion se encuentra en células de la L1, y cuando se
regeneran plantas completas a partir de ellas, tienen el desarrollo vegetativo y
reproductivo alterado (Boss y Thomas, 2002). El aroma moscatel que presentan algunas
variedades se ha podido asociar a la presencia de mutaciones dominantes que provocan
sustituciones aminoacidicas en un dominio de la proteina DXS (1-desoxi-D-xilulosa-5-
fosfato sintasa) que cataliza la primera reaccion enzimatica en la sintesis de compuestos
terpénicos (Emanuelli et al., 2010). Estas mutaciones provocan que la actividad de la
proteina no sea sensible a inhibicién por el producto de la reaccion (Battilana et al.,
2011).

El origen de distintas variantes somaticas se ha asociado a la movilidad de
elementos transponibles de distintos tipos. El primer caso identificado corresponde a la
variacion para el color rojo detectada en algunas variedades blancas de vid. La
recuperacion de color en estas variedades se asoci6 a la recombinacion del elemento
transponible de tipo I, Gretl que se encuentra insertado en el promotor del gen V'vMybAl,
un regulador fundamental de la sintesis de antocianos en la vid (Kobayashi et al., 2004),
lo que impide su funcionalidad. La recombinacion de Gretl, pese a que deja una
secuencia LTR (Long Terminal Repeat) de unos 800 nt, permite una cierta recuperacion
de la expresion de VvMybAl y la produccion de color. Inserciones de elementos
transponibles de tipo II, se asociaron en la variedad Mazuelo (Carignan Noir) a la variante
somatica denominada RRM (Reiterated Reproductive Meristems) (Fernandez et al., 2010)
y a la variante FLB (Fleshless Berry) identificada en la variedad Ugni Blanc (Trebbiano
Toscano) (Fernandez et al., 2013). En el primer caso, la insercion de un elemento
transponible de la familia Hatvine-1 en el promotor del gen VVvIFLIA provoca su
sobreexpresion en el apice de la planta y de la inflorescencia ampliando el desarrollo
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vegetativo y la ramificacion de zarcillos y racimos. En el segundo, la insercion de un
elemento transponible de la familia Mila en el promotor del gen VvPI provoca su
expresion ectopica durante el desarrollo del fruto. Cuando esta expresion afecta a la linea
celular L2 como en la variante FLB, las uvas resultantes apenas presentan células
diferenciadas en la pulpa. Cuando la mutacion afecta a todas las lineas celulares las flores
son estériles. En ambos casos, se ha demostrado que la insercion de los elementos
transponibles provoca un aumento de la expresion del alelo correspondiente del gen
afectado o una desregulacion de su expresion que genera un fenotipo dominante.

Tabla 2. Informacion genética y molecular disponible sobre variantes somaticas en la vid.
FRT: Factor de regulacion transcripcional. SC: Secuencia codificante. TI:
Transposon de clase 1. TII: Transposon de clase II. D: Dominante. R: Recesivo.

] ] ] Funcién Polimorfismo funcional ] ]
Variedad Variante | Fenotipo Gen Alteracion funcional | Efecto
molecular | posicign Mutacién
Pinot Noir Meunier | Enanismo PyGAI FRT sC Sustitucion Proteina modificada D
Italia Ruby O. | Uvaroja VyMYBAI FRT Promotor Tl Expresion génica D
Variedades Rojas Uvaroja VWMYBAL FRT Promotor TL Expresion génica D
Cab. Sauvignon | Shalistin | Uvablanca | FvMYBA FRT Genes Delecion Pérdida génica R
Pinot Noir Blanc Uvablanca | VvMYBA FRT Genes Delecion Pérdida génica R
Carignan Noir RRM Racimo WIFLIA FRT Promotor TI Expresion génica D
Varicdades Moscatel | Aroma vDXS Enzima sC Sustitucion Proteina modificada D
Treb. Toscano FLB Pulpa vPr FRT Promotor TI Expresion génica D

Finalmente, variaciones somaticas de pérdida de color en la uva de variedades
tintas se han asociado a la presencia de deleciones que afectan al alelo funcional del locus
que controla el color de la uva en el cromosoma 2. En este locus complejo se localizan
cuatro genes de la familia Myb y dos de ellos, V'vMybAI, mencionado anteriormente, y
VvMybA2 regulan la sintesis de antocianos en el hollejo de la uva. La mayoria de las
variedades tintas son heterocigéticas para este locus (Lijavetzky et al., 2006) y portadoras
de un alelo nulo en el que ambos genes VvMybAl y VvMybA2 son portadores de
mutaciones que anulan su funcién (Walker et al., 2007). La pérdida de color por delecion
del alelo funcional se ha descrito en la variante Shalistin de Cabernet Sauvignon (Walker
et al., 20006), y en el origen de Pinot Blanc a partir de Pinot Noir (Furiya et al., 2008;
Vezzulli et al., 2012). En el caso de Tempranillo Blanco, nuestro grupo ha identificado la
presencia de deleciones que afectan a los cromosomas 2 y 5 asociadas a la pérdida de
color. Estas deleciones se relacionan con una serie de reorganizaciones cromosomicas que
incluyen translocaciones e inversiones y que estan relacionadas con la presencia de
elementos transponibles de tipo I y II. Las deleciones provocan la pérdida de una de las
copias de un gran numero de genes y afectan a la meiosis y la viabilidad de los gametos
masculinos y femeninos con posibles efectos en el cuajado del fruto y en la produccion.

CONCLUSIONES

El estudio de las causas genéticas y moleculares de la variacion somatica en la vid
permite establecer algunas conclusiones generales. Con la excepcion de las deleciones
que afectan a alelos funcionales en loci heterocigoticos (locus de color en el cromosoma
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2) que corresponden a mutaciones de pérdida de funcidn, la mayor parte de los fenotipos
observados son dominantes y producidos por mutaciones de ganancia de funcion. La
dominancia es una condicion necesaria para que una mutacion en heterocigosis tenga un
efecto fenotipico observable y seleccionable, bien afecte a una linea celular especifica o a
toda la planta. Estas mutaciones pueden afectar a la expresion del gen (caso de las
variantes generadas por elementos transponibles), o a la funciéon de la proteina
(mutaciones puntuales). Las mutaciones de ganancia de funcion no estan limitadas por la
posible redundancia génica o funcional que exista en el genoma de la vid y pueden
generar fenotipos nuevos no relacionados con la funcioén biologica original de los genes
afectados. Consecuentemente, cualquier fenotipo puede ser posible como resultado de
este tipo de mutaciones y su produccion e identificacion depende exclusivamente del
numero de individuos para seleccionar y de una seleccion fenotipica eficiente. Por tanto la
variacion somatica puede representar una herramienta muy util en la mejora genética de
variedades ¢lite al generar nuevos fenotipos para un genotipo varietal mayoritariamente
conservado.
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