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Resumen

La reiterada multiplicacion vegetativa de cultivares de vid (Vitis vinifera L.)
de élite para la vinificacion provoca la acumulacion de variacion somatica que es
explotada en la mejora varietal. Considerando la hipodtesis de que variantes con ciclo
largo de maduracion (baja tasa de acumulacion de azucares) pueden adaptarse
mejor a condiciones de alta temperatura, en este estudio se caracterizaron 450
accesiones de ‘Tempranillo’ buscando clones que difiriesen en la duracion del ciclo
de maduracion. Se preseleccionaron diez clones de ciclo largo y nueve de ciclo corto
y la consistencia de su ciclo se testo sobre esquejes fructiferos. Asi se seleccionaron
dos clones de ciclo largo y uno de ciclo corto, que ademas de mantener diferencias
consistentes en el ciclo, presentaban un rendimiento y una produccion de
antocianinas equilibrados. Se realizé un analisis transcriptomico de estos tres clones,
mediante la técnica RNA-seq, con el objetivo de identificar la variacion genética
responsable de las diferencias en el proceso de maduracion. Comparando el
transcriptoma de uvas que estaban completando el envero, se detectaron posibles
mutaciones puntuales responsables del fenotipo de ciclo largo en uno de los clones.
Asimismo, se identific0 una region cromosomica con tres genes localizados
consecutivamente que se hallaban sobreexpresados en el otro clon de ciclo largo
analizado. La secuencia de los transcritos de estos genes indica que la sobreexpresion
se debe a la induccion especifica de uno de los alelos de cada gen, lo que sugiere la
presencia de una mutacion en cis con una region reguladora en una copia del
cromosoma, que causaria la sobreexpresion ectopica de los tres genes y la
ralentizacion de la maduracion. Estos resultados pueden ser utiles en programas de
mejora de la vid dirigidos a la adaptacion de la elaboracion de vino de calidad en
condiciones de cambio climatico.

Palabras clave: Control genético de la maduracion, Seleccion clonal, Transcriptomica,
Variacion somatica, Vitis vinifera cv. Tempranillo.
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INTRODUCCION

En relacién con el cambio climatico, el incremento de las temperaturas y de los
episodios de sequia en las zonas donde tradicionalmente se practica la vitivinicultura
estan acelerando la fenologia de la vid y produciendo un desacoplamiento entre la
maduracion sacarimétrica y la maduracion fenolica, lo cual resulta en la elaboracion de
vinos desequilibrados y excesivamente alcoholicos.

Los cultivares de vid deben propagarse vegetativamente para mantener sus
caracteristicas varietales. Este es el caso de ‘Tempranillo’ que se origind a partir de la
germinacion de una semilla posiblemente hace mas de 300 afios (Ibanez et al., 2012) y
actualmente es el cultivar con mayor extension de plantacion para la elaboraciéon de tintos
en la Peninsula Ibérica. Durante este largo tiempo de multiplicacion vegetativa en grandes
extensiones de terreno, distintos linajes del cultivar han acumulado mutaciones somaéticas
diferenciales. Algunas de estas mutaciones resultan en variacion fenotipica intravarietal
que puede ser explotada en la mejora varietal, incluyendo la seleccion de variantes con
caracteristicas adaptables a las condiciones de cambio climatico. En este sentido,
variantes con ciclo de maduracion largo (baja tasa de acumulacidén de azucares) podrian
desplazar su maduracion a periodos menos calidos y ser menos sensibles a las altas
temperaturas. Considerando estas premisas, en este trabajo se rastre6 el banco de clones
del ICVV con el objetivo de identificar accesiones de ‘Tempranillo’ tinto con ciclo de
maduracion largo. Para entender el origen de esta variacion, se disefid una comparacion
transcriptomica que permitio identificar genes candidatos a determinar las diferencias de
fenotipo y a portar la variacion genética causal.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal: el material de partida fueron las 450 accesiones de ‘Tempranillo’
Tinto libres de virus presentes en el banco de clones del ICVV ubicado en la finca ‘La
Grajera’ (Logrofio, La Rioja). En el banco se dispone de cinco plantas por accesion,
dirigidas en doble cordon e injertadas sobre Richter 110. Una seleccion de 19 accesiones
se cultivo en condiciones controladas de invernadero mediante el sistema de esquejes
fructiferos en las instalaciones de la Universidad de Navarra. Para cada clon se cultivaron
esquejes en dos condiciones de temperatura en cdmaras independientes, con ciclos de
temperatura dia/noche de 28°C/18°C o 24°C/14°C y un fotoperiodo de 16/8 h.

Analisis fenotipico: en el banco de clones, durante tres afios (2009-2011) se
registro la fenologia (brotacion, floracion, envero y madurez) y se realizaron controles de
maduracion (pH, grado y potasio), produccion (rendimiento, fertilidad, peso de racimo,
peso de baya) y vigor (peso de madera). Sobre la preseleccion de 19 accesiones se realizo
un seguimiento de la maduracion con medidas semanales de grado, pH y antocianinas
desde preenvero hasta madurez durante dos afios (2013 y 2014). En esquejes fructiferos
se hicieron controles de maduracion similares durante dos ciclos (2014 y 2015).

Andlisis transcriptomico: se llevd a cabo un andlisis RNA-seq sobre tres
accesiones, dos de ciclo de maduracion largo (807 y 1084) y una de ciclo corto (1048).
Considerando el establecimiento temprano de las diferencias en los niveles de azucares
tras iniciarse el envero, se selecciond el momento del 20 % de envero (28/07/2015) para
la recoleccion de las muestras a analizar. De las tres accesiones seleccionadas, se
recolectaron uvas enveradas con la misma proporcion de superficie coloreada (80% <
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superficie de hollejo coloreada <100 %) tratando de homogeneizar el estado de madurez
entre las uvas a comparar y se congelaron inmediatamente en N, liquido. En cada
accesion se recolectaron tres réplicas independientes, cada una compuesta por uvas de dos
racimos de la misma planta (uno de exposicion norte y otro de exposicion sur). Se obtuvo
ARN de cada una de las réplicas a partir del pericarpo de 8-10 bayas. E1 ARN se purifico
empleando el kit RNeasy de QIAGEN y se analiz6 construyendo genotecas de ADNc
independientes para cada réplica que fueron secuenciadas en lecturas de 125 pb
emparejadas. El analisis de expresion diferencial y la busqueda de polimorfismos de
secuencia entre los tres clones se realizaron en comparaciones dos a dos utilizando el
protocolo de analisis desarrollado por nuestro grupo para tales fines (Royo et al., 2016).

RESULTADOS Y DISCUSION
Variacion fenotipica de la duracion del ciclo de maduracion en distintas accesiones
de ‘Tempranillo’

La coleccion de clones de ‘Tempranillo’ comprendié una gran diversidad en
cuanto al ciclo de maduracion, con diferencias de hasta seis semanas para el periodo
envero-madurez entre las accesiones mas extremas (Fig. 1 A). Las diferencias en la fecha
de envero fueron menos acusadas. En base a los datos fenotipicos de tres afios, se
seleccionaron 10 clones de ciclo largo y 9 de ciclo corto para ser analizados en detalle.
Entre estos, se seleccionaron los clones de ciclo largo 807 y 1084 y el clon de ciclo corto
1048 por la consistencia de su ciclo en condiciones de vifiedo y en esquejes fructiferos
(Fig. 1 B), y por presentar unos niveles de produccion equilibrados, tratando de que no
fuese éste el factor causal de las diferentes tasas de acumulacion de azucar. En general no
se identifico susceptibilidad diferencial a la temperatura en estos clones (Fig. 1 B).

Analisis transcriptomico: busqueda de posibles genes y mutaciones responsables de
la variacion en la duracion del ciclo de maduracion

La comparacion del transcriptoma de bayas en envero identifico 852 genes
expresados diferencialmente entre los tres clones seleccionados, incluyendo perfiles de
expresion caracteristicos de cada clon, evidenciando su distinto control genético. Las
secuencias RNA-seq de los genes sobreexpresados en cada clon se revisaron buscando
casos de sobreexpresion especifica de uno de los alelos (ASE) que pudiesen indicar la
presencia en cis con dichos loci de mutaciones que pudieran ser causantes de la
desregulacion. Asi, en el clon 1084 se identificaron tres genes sobreexpresados
localizados consecutivamente en el genoma que presentaban ASE, dos de ellos con solo
un haplotipo expresado en el clon 1084 y ausencia de expresion en los otros dos clones,
mientras que la secuenciacion del genoma de ‘Tempranillo” RJ51 confirmo la presencia
de dos alelos distintos en estos genes (Fig. 2). Dos de estos genes codifican receptores
quinasa tipo LRR y el tercero una enzima quercetina glicosiltransferasa. Los receptores
LRR quinasa encabezan rutas de sefializacion celular y su sobreexpresion ectopica en el
clon 1084 podria relacionarse con una ralentizacion inhabitual de la maduracién.

Las secuencias de RNA-seq también se rastrearon buscando polimorfismos de
secuencia. Se identificaron entre 6-9 SNV (single nucleotide variation) especificos de
cada clon que pueden ser utiles para el disefio de marcadores moleculares dirigidos a su
identificaciéon genética. Un analisis de prediccion de efecto identifico que un SNV
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especifico del clon 807 acarrea una substitucion de aminoacido deletérea para la proteina
activadora de ubiquitina E3 codificada por el gen. La degradacion de proteinas mediada
por ubiquitinas también participa en procesos de sefalizacion, por lo que esta mutacion
podria relacionarse con la causa del ciclo largo de maduracion en el clon 807. Analisis
funcionales adicionales podrian demostrar el control de la maduracion por parte de estas
variantes génicas.
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Fig. 1. Distribucion de la longitud del ciclo de maduracion en distintas accesiones de
‘Tempranillo’. A, histograma de distribucién de la longitud del ciclo en la coleccion de
clones de ‘Tempranillo’ (considerando para cada clon el promedio de los tres afos
analizados). B, longitud del ciclo de maduracion de los clones seleccionados en las dos
condiciones de temperatura ensayadas sobre esquejes fructiferos (en la campana de 2015).
Las letras indican la separacion de las medias tras un ANOVA.
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Fig. 2. Alineamientos de secuencias mostrando la sobreexpresion alelo-especifica de tres
genes en el clon 1084. A la izquierda se aprecian los niveles de expresion de los tres
genes en todas las réplicas analizadas por RNA-seq. A la derecha se observa en detalle
una de las réplicas del analisis RNA-seq de clon 1084 mostrando que solo hay un alelo
expresado pese a que la secuenciacion gendmica de ‘Tempranillo’ muestra la presencia de
dos alelos en el locus.
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