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RESUMEN

La uva de mesa (Vitis vinifera L.) es el principal frutal de exportacion para Chile. Las
variedades més aceptadas en el mercado son aquellas que presentan semillas en reducido namero
0 peso (apirénicas). A su vez, el desarrollo de la semilla y de la baya en la vid son procesos
estrechamente relacionados. El fruto (baya) se origina del ovario fertilizado y las semillas son el
resultado de la fertilizacién de los 6vulos, por lo que es importante estudiar ambos procesos de
manera holistica. Los caracteres “peso de la baya” y “peso de la semilla” son de tipo cuantitativo
y pueden estudiarse genéticamente mediante aproximaciones cuantitativas como el analisis de
QTLs (loci de caracteres cuantitativos). Estudios recientes sugieren que la apirenia es un caracter
cuantitativo complejo, que dependerfa principalmente de un locus mayor identificado en el
grupo de ligamiento 18 (GL18). En el presente trabajo, ademéas de confirmar la existencia de este
QTL para apirenia, que coincide con un QTL para peso de la baya, se reportan otros QTLs
menores para ambos caracteres. En el GL2 se identifico un QTL para apirenia, de efecto
pleitropico sobre el desarrollo de la baya, mientras que en los GLs 8 y 14 se ubicaron otros dos
QTLs menores adicionales que afectan solo el desarrollo de la baya.

Este estudio se enfoco en identificar genes involucrados en el desarrollo de la baya y de la
semilla. Para establecer la relacion entre los posibles genes y la expresion de determinados
fenotipos apirénicos, se recurri6 a la estrategia del Gen Candidato (GC), que consiste en asociar
GCs a QTLs usando un enfoque de tipo mapeo integrativo (genético, fisico e in silico). El mapeo
genético de los GCs se desarrolld mediante marcadores de tipo SNPs (single nucleotide
polymorphism) e INDELs (insertions & deletions) detectados por SSCP (single-strand
conformational polymorphism) en una poblacion F1 derivada del cruzamiento de ‘Ruby
Seedless’ x “Sultanina’. En tanto, para el mapeo fisico se utilizé un mapa fisico de ‘Cabernet
Sauvignon® (6X). El mapeo in silico se realizé a partir de la informacién disponible de la
secuenciacion parcial (8X) del genoma de la vid. En base a esta metodologia se mapearon
genéticamente 17 GCs y fisicamente 32 GCs. Identificandose el gen VvAGLII como el mas
relacionado al QTL mayor de apirenia (GL18) y tres genes asociados a los QTLs del GL2 (el
gen VWPMEI2), GL8 (el gen PWSPY) y GL14 (el gen VWINP-SR). El gen VvAGLII explico el
74,8 % de la varianza fenotipica del peso de la semilla, lo que lo convierte en un buen candidato

a ser responsable del control de la herencia de la apirenia en uva de mesa.



ABSTRACT

Table grapes (Vitis vinifera L.) are the most important product of exportation of Chile. The
most accepted varieties in the market are those which have reduced number and weight of seeds,
a character known as seedlessness. The development of seed and berry in grapevines constitute
closely related processes and for this reason it is important to study both processes together.
Seed and berry weight are quantitative traits that can be studied genetically. Recent studies
suggest that seedlessness is a complex quantitative trait loci (QTL), located on a major locus
identified in the linkage group 18 (LG18) which has a pleiotropic effect on seed and berry
weight. This work confirms the existence of this QTL and also identifies a minor QTL for seed

development and berry weight on LG2. Other QTLs were found on LG8 and LG14, which are
only involved in berry development.

The aim of this work was to identify genes involved in the development of the berry and the
seed. To establish the relationships between these genes and the expression of seedless
phenotypes, the candidate gene (CG) approach was used. CG consists in the association of genes
with QTLs using integrative mapping (genetic, physical and in silico). Genetic mapping of CGs
was developed with SNPs markers (single nucleotide polymorphism) and INDELS (insertions &
deletions) detected by SSCP (single-strand conformational polymorphism) in an F1 population
derived from the crossing between ‘Ruby Seedless' x ‘Thompson seedless’. For the physical
mapping, a ‘Cabernet Sauvignon' (6X) map was used. In silico mapping was made from the
available information of partial sequencing (8X) of the grapevine genome. The results consist in
17 CGs mapped genetically and 32 CGs mapped physically. ¥vAGLII gene marker was
identified as tightly related to the major QTL of seedlessness (LG18), and another three QTL-
associated genes were found: PwPMEI2 (located on LG2), VwSPY (on LG8) and FvTNP-SR (on
LG14). WwAGLI1 gene explained 74.8 % of the phenotypic variance of seed weight, which

makes this gene a good candidate responsible for the control of the inheritance of seedlessness in

table grape.



1. INTRODUCCION

Lavid (Vitis vinifera L.) es una planta trepadora de la familia Vitacea, es de tronco retorcido,
vastagos nudosos y flexibles, hojas alternas, grandes y partidas en cinco I6bulos puntiagudos. Es
originaria de la zona mediterranea y de Asia menor, y es actualmente cultivada en casi todo el

mundo. En nuestro pais fue introducida por los espafioles durante los periodos de descubrimiento

y conquista.

El fruto de la vid es la uva, que crece formando racimos. Su carne es dulce, jugosa y
translacida. La calidad de la uva es determinada por el componente genotipico del cultivar, asi

como por el ambiente y el manejo de las condiciones del cultivo.

La uva de mesa es una especie diploide (2n = 38) cuyo genoma tiene un tamafio de 487 Mb,
en el cual se han identificado 30.434 genes, de acuerdo a la informacién generada por el
Consorcio Franco-italiano encargado de la secuenciacién de un genotipo cuasi-homocigoto
[JAILLON et al, 2007]. Si bien de manera natural es de reproduccién alégama, y por ende de
una elevada heterocigosidad, se reproduce vegetativamente para mantener genotipos con
caracteristicas unicas establecidas por la industria del vino y de uva de mesa. Eventualmente se
promueve la reproduccién sexual controlada para generar nuevas variedades en el contexto de

programas de mejoramiento genético.

En Chile, la uva de mesa es el principal frutal de exportacion en fresco, por delante de otros
frutales como manzanos o peras. De acuerdo a las estadisticas comerciales, durante la temporada
2005/2006 se exportaron 809.714 toneladas de uva de mesa, lo cual representa un 36,93% del

total (2.192.764 toneladas) de exportaciones de fruta fresca [ASOEX, 2007]. Su superficie actual
es de mas de 60.000 ha (Censo Agricola 2007).

En la actualidad, uno de los principales objetivos de la biologia molecular en plantas es
determinar qué genes participan y regulan los distintos procesos en las etapas de desarrollo y

reproduccion de las plantas. Entre estos procesos el desarrollo floral, el desarrollo de la semilla y
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fruto post fertilizacion han adquirido gran relevancia en muchos estudios [EBADI et al, 1996.
GOES DA SILVA et al, 2005. CABEZAS et al, 2006. PENG et al, 2007]. Sin embargo, a pesar
de estos esfuerzos, ain no se ha identificado ningin gen involucrado en el desarrollo de la

semilla o del fruto en estadios tempranos de desarrollo.

1.1 Desarrollo de la baya.

La uva es un fruto no climatérico simple, que presenta una pared externa constituida por 6 a 8
capas celulares (hollejo o pericarpio) que delimita la baya. En su interior se encuentran 2 16culos
o cavidades en las cuales se encuentra distribuida la pulpa (mesocarpio constituido por 25 a 30
capas de células) y que rodean las semillas, y el pincel que corresponde a la prolongacién de los

vasos del pedicelo que nutren a la baya (encargado del transporte de solutos y agua hacia la

baya).

El incremento en el peso, volumen y didmetro de la baya durante el proceso de desarrollo,
estd normalmente caracterizado por una doble curva sigmoidea [KRENNEDY, 2002], que resulta

de dos etapas consecutivas de crecimiento separadas por una etapa de crecimiento mas lento

(fase lag):

Etapa I. Primera etapa de crecimiento rapido de la baya.

Inmediatamente tras la floracion, se da comienzo a la formacién de la baya y se desarrollan
los embriones en la semilla, tras lo cual se presenta un periodo de crecimiento rapido de la baya.
Este periodo de crecimiento es el resultado de dos eventos, un aumento en la divisién celular y la
expansion celular. El contenido de azlicar presente en la baya durante este periodo es bajo,
mientras que se produce una acumulacion de 4cidos orgénicos, en especial, 4cido tartarico, 4cido
malico y 4cido hidroxicindmico, este ultimo precursor de fenoles. Esta etapa tiene una duracién

promedio de 50 dias en variedades semilladas.

Etapa II. Fase /ag del crecimiento de la baya.
Durante este periodo, el crecimiento de la baya es claramente més lento, mientras que la

concentracién de acidos organicos de las bayas llega a su nivel mas alto. Esta etapa dura

normalmente entre 2 y 3 semanas.



Etapa III. Segunda etapa de crecimiento rapido de la baya.

El comienzo de la segunda fase de crecimiento de bayas o maduracion de los frutos (envero o
véraison) se caracteriza por el ablandamiento y la pigmentacion de las bayas. En general, las
bayas se duplican en tamafio entre el comienzo de este segundo periodo de crecimiento y la
cosecha, producto de un fendmeno de expansion celular (aumento de volumen) que a su vez es
altamente dependiente de la expansién de la pared celular y de la incorporacion de agua y
azlcares. Muchos de los solutos que son acumulados en la baya durante el primer periodo de
desarrollo siguen estando presentes hasta la cosecha, sin embargo, debido al aumento en el
volumen de las bayas, su concentracion se reduce considerablemente.

En este periodo se produce la acumulacion de pigmentos en la piel, los cuales entregaran la
coloracion caracteristica a la baya. También comienza la acumulacién de azicares, en que la
sacarosa producida a partir de la fotosintesis es importada a la baya durante la maduracion de la

uva. Una vez transportada a las bayas, la sacarosa es hidrolizada en sus azlcares, glucosa y

fructosa.

De esta forma, el tamafio potencial de la baya esta controlado por tres factores principales: el
namero de células, el volumen celular y la concentracion de solutos organicos. El nlimero de
células en la uva se establece durante la primera etapa de desarrollo de la baya (etapa I), donde
también se produce un aumento significativo del volumen celular. En tanto, el aumento en la
concentracion de solutos, en especial de azicares se produce en la etapa III, donde aumenta
hasta cuatro veces la concentracion con respecto al inicio de la misma etapa, y se produce junto a
ello un aumento del volumen celular. Estos factores determinan en gran medida el tamaiio de la
baya, por lo que para entender este proceso y tratar de intervenir en el desarrollo de la baya es

fundamental conocer los genes que participen en los procesos asociados.

FERNANDEZ et al (2006) identificaron una forma mutante del cv. Ugni blanc denominada
f1b (fleshless berry o baya carente de pulpa), la cual presenta una reduccion de mas de 20 veces
en ¢l peso del pericarpio en estado maduro de la baya, sin presentar variaciones en el desarrollo
de la semilla ni en su fertilidad. La comparacién de esta mutante con la forma silvestre de la
misma variedad permitié identificar una lista de 87 genes que presentaron cambios en su nivel
de expresion [FERNANDEZ ef al, 2007] constituyéndose en posibles responsables de los

cambios de volumen de la baya, o bien relacionados con su desarrollo.



1.2 Desarrollo de la semilla.

Entre los consumidores, las variedades de uva de mesa que presentan mayor aceptacion, son
aquellas cuyas bayas no presentan semillas (apirenas) o que éstas son imperceptibles al paladar
(rudimentos). Se estima que en la actualidad el 80% de la produccién mundial es de este tipo.
Por esta razon, la apirenia es uno de los caracteres mas buscados en los programas de
mejoramiento genético de uva de mesa [HINRICHSEN et al, 2006. HEWSTONE et d, 2007].
En los frutos se distinguen en general dos tipos de fenotipos apirénicos, dependiendo del estado
en el cual se detiene el desarrollo de la semilla, llamados partenocarpico 'y
estenoespermocarpico. En el primero ocurre la polinizacion sin fertilizacion, siendo el estimulo
de la polinizacion suficiente para gatillar el desarrollo del fruto a partir de tejido materno
[VIVIAN-SMITH & KOLTUNOW, 1999]. Este es el anico caso verdadero en el que no se
producen semillas del todo y es caracteristica en la variedad corinto negra utilizada para la
produccion de pasas. En el segundo (estenoespermocarpia), se verifica la polinizacién y la
fertilizacion del 6vulo, sin embargo la semilla detiene su crecimiento en diferentes estadios del
desarrollo, generando toda clase de tamafios de rudimentos. Tanto en la partenocarpia como en
la estenoespermocarpia, las bayas tienen un desarrollo menor que el de las bayas con semillas
normales, debido a que en gran parte el desarrollo del fruto esta controlado en gran medida por
un balance de hormonas que son producidas por el évulo y por la semilla en desarrollo [EBADI
et al, 1996]. Es por este motivo que las variedades de uva de mesa apirénicas requieren de la

aplicacion exégena de hormonas de crecimiento como giberelinas y citoquininas [NAVARRO et
al, 2001].

En las angiospermas, la fertilizacién da comienzo a la formacién de la semilla a partir del
6vulo. Esta transformacién del 6vulo involucra la activacién y coordinacién de las distintas vias
que dirigen la formacion y el desarrollo del embrién, del endospermo y de los tegumentos.
Durante el desarrollo de la semilla, se presentan una serie de eventos que son influenciados por
procesos epigenéticos, tales como metilacién del ADN y remodelamiento de la cromatina, en los

cuales actiian un niimero de genes cuya identidad permanece atin en el anonimato.

Para entender el proceso de desarrollo de la semilla, se ha utilizado como modelo a la especie

Arabidopsis thaliana, en especial a través del estudio de diversas mutantes. En base a ellas, se
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han identificado genes implicados en diversos procesos y etapas de su desarrollo, incluyendo a
genes relacionados al control de la embriogénesis, como LEC (LEAFY COTILEDON), PKL
(PICKLE) y FIS2 (FERTILIZATION INDEPENDENT SEED 2), que codifican para proteinas
que participarian en la transduccién de sefiales en estados tardios del desarrollo. También se han
descrito genes involucrados en la formacion de la cubierta seminal, entre los que se destacan:
TTI (TRANSPARENT TESTA 1), TT2 (TRANSPARENT TESTA 2), TT8 (TRANSPARENT TESTA
8), TT12 (TRANSPARENT TESTA 12), TTG2 (TRANSPARENT TESTA GLABRA 2), ATS
(ABERRANT TESTA SHAPE), dVPE (DELTA VACUOLAR PROCESSING ENZYME), AP2
(APETALA2), entre otros [TAMARA et al, 2004]. Existen también factores de transcripcion
involucrados en una serie de procesos como el desarrollo de organos tales como flores, raices y

frutos, denominados MADS [BOSS et al, 2002], cuya funcioén estaria en etapas tempranas del

desarrollo.

Ademas, se han identificado genes asociados con la via de respuesta a varias hormonas que
controlan el desarrollo de la semilla en Arabidopsis como auxinas [ARF2 (AUXIN RESPONSE
FACTOR 2)], giberelinas [GAI (GA INSENSITIVE), SPY (SPINDLY)] y citoquininas (SPY).

El control genético del desarrollo de la semilla en vid ha sido explicado por varias teorias, de
las cuales la propuesta por BOUQUET y DANGLOT (1996) presenta la mayor aceptacion en la
actualidad por adecuarse a las caracteristicas de diversas poblaciones segregantes. Ellos
estudiaron la segregacion del caracter en numerosos cruzamientos entre variedades semilladas y
apirénicas, logrando establecer un modelo que permitia explicar las poblaciones obtenidas. En
base a estos estudios, propusieron que la herencia del rasgo “apirenia” estaria basada en un
complejo sistema de control genético en donde participarian tres genes recesivos, heredados de
manera independiente, controlados por un gen regulador dominante. Este Jocus fue denominado

posteriormente Sdl, la abreviatura en inglés para inhibidor del desarrollo de la semilla

[LAHOGUE et al, 1998].
1.3 Mapa de Ligamiento y QTLs.

El mejoramiento genético clasico de la vid estd basado principalmente en la seleccién de

aquellas variedades o parentales que presentan las mejores caracteristicas agrondmicas,
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usualmente circunscrito a caracteres de facil categorizacién. Sin embargo, las nuevas exigencias
que presenta el mercado se enfocan a caracteres complejos (tamafio de la baya, tamafio de la
semilla, acidez, entre otros), en los cuales la selecciéon de parentales se hace dificil. Esto ha
llevado a la necesidad de complementar esta seleccidn empirica basada en las caracteristicas
fenotipicas con nuevas técnicas basadas en la identificacién de los genes relacionados a dichos

caracteres [YIN ez al, 2003].

La identificacién de los genes responsables de un determinado fenotipo puede ser abordada
mediante distintas estrategias. En funcién de la metodologia a utilizar, se distinguen dos
aproximaciones principales: la genética directa y la genética reversa. La genética directa o
clésica implica localizar el o los genes responsables de un fenotipo, a través de la definicién a
priori del problema, se generan mutantes (o colectan mutantes naturales) para estudios de
caracterizacion celular, bioquimica, fisiolégica, y genética en base a las cuales se determinan los
genes que estan involucrados en la funcién estudiada. Esta metodologia de genética directa no es
facilmente aplicable a especies lefiosas como la vid, debido a su elevada heterocigosidad y su
alargada juvenilidad (aproximadamente 5 afios). Por otro lado, la genética reversa busca explicar
un fenotipo a partir de la variacion alélica de genes candidatos, una de las estrategias que se

puede utilizar, es posicionar los genes candidatos en mapas de ligamiento genéticos y asociarlos

a QTLs (Quatitative Trait Loci).

Al respecto, muchos caracteres de importancia agronémica tales como rendimiento, calidad y
algunas formas de resistencia a enfermedades son controlados por varios genes que tienen un
efecto pequefio y se conocen como ‘caracteres cuantitativos’ (también llamados poligénicos,
multifactoriales o rasgos complejos). Las regiones del genoma que contienen genes asociados
con un particular caracter cuantitativo son conocidas como loci de caracter cuantitativo (QTLs).
Los estudios llevados a cabo durante la primera mitad del siglo XX [SAX, 1923. THODAY,
1961], mostraron que los genes con un gran efecto sobre los caracteres cuantitativos existen y
pueden ser experimentalmente mapeados en los cromosomas, mediante la evaluacién de la
correlacion entre el valor del rasgo cuantitativo y los estados alélicos vinculados a los
marcadores genéticos. Esto condujo a la definicién de QTL como un lugar genético donde
funcionalmente diferentes marcadores o genes segregan y causan un efecto significativo sobre

un cardcter cuantitativo. La identificacion de los QTLs se basa en la integracién de la
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informacién procedente del analisis fenotipico convencional y del anélisis de marcadores

genéticos.

Los marcadores genéticos representan diferencias entre organismos individuales o entre
especies. En general, ellos no representan por si solos a los genes blancos, pero si actian como
“signos” o “banderas”. Existen tres tipos principales de marcadores genéticos: marcadores
morfolégicos o visibles, los cuales si son marcadores de rasgos fenotipicos, como color, forma
de la semilla, habitos de crecimiento, etc.; marcadores bioquimicos, los que incluyen variantes

alélicas de enzimas llamadas isoenzimas: y marcadores de ADN (marcadores moleculares), los

cuales revelan sitios de variacion en el ADN.

Los marcadores de ADN son practicamente ilimitados en nimero y no son afectados por
factores ambientales y/o etapas del desarrollo de la planta. Son herramientas Gtiles para revelar
diferencias entre individuos de una misma o de distinta especie. Los marcadores pueden ser
clasificados como codominantes o dominantes, lo que est4 basado en si el marcador es capaz de
discriminar entre homocigotos y heterocigotos. Los marcadores codominantes indican
diferencias en tamafio o forma del amplicén, en cambio, los marcadores dominantes indican
presencia o ausencia. Estrictamente hablando, las diferentes formas de un marcador de ADN
(diferentes bandas en un gel) son llamadas ‘alelos’ del marcador. Los marcadores codominantes
pueden tener muchos alelos, en cambio, el marcador dominante sélo puede tener dos alelos
[COLLARD & JAHUFER, 2005], que cotresponden a la presencia o ausencia de un fragmento
de ADN. Entre los marcadores moleculares mas utilizados en la construccidn de mapas de
ligamiento genético, destacan el AFLP (amplified fragement length polymorphism), SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions), RAPD (randomly amplified polymorphic DNA),
RFLP (restriction fragment length polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeat) y SNP (single
nucleotide polymorphism) [SEMAGN et al, 2006].

En este estudio se pretende utilizar los genes candidatos como marcadores, para lo que se
deben encontrar zonas (secuencias) dentro del gen que presenten diferencias entre los
progenitores y que tales diferencias sean heredables a la descendencia (segreguen de forma
mendeliana). Los marcadores moleculares identificados con mayor frecuencia dentro de un gen

son del tipo INDELs (insertions & deletions) y SNPs. La primera corresponde a una secuencia
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de nucledtidos que pueden ser agregados o removidos del gen, cuyo tamaiflo puede variar de uno
a cientos de pares de bases. En tanto, los SNPs corresponden a variaciones en la secuencia del
ADN, donde sélo un nucledtido es reemplazado por otro; ambos marcadores pueden ser

detectados en secuencias codificantes o no codificantes en el gen de interés.

Los marcadores moleculares han sido un importante avance para la construccién de mapas de
ligamiento para diversas especies cultivadas. Los mapas de ligamiento han sido utilizados para
identificar regiones cromosémicas que contienen genes que controlan caracteres simples (en
estas regiones se pueden ubicar muchos genes, pero sélo uno o unos pocos son responsables del
fenotipo estudiado) y caracteres cuantitativos usando analisis de QTL [MOHAN et al, 1997)]. El
proceso de construccion de un mapa de ligamiento y que conduce el analisis de QTL (regiones
genémicas asociadas al cardcter) se denomina mapeo de QTL (también Ilamado mapeo
genético). La capacidad de detectar la presencia de uno o mas QTLs dentro de una region
genomica o “poder de deteccién”, depende de varios factores, entre ellos el tipo de cruzamiento
empleado en el estudio, el efecto del o de los QTLs sobre otros, la densidad de los marcadores en
la region del QTL y la estrictez de los parametros, el nimero de individuos analizados, el
nimero de muestras analizadas, entre otros [BROMAN, 2001]. Se ha determinado que mayor
sera el poder de deteccion de QTLs, cuando mayor sea el tamafio de la poblacién genotipada y

fenotipada, y mayor sea la densidad de los marcadores.

El mapa de ligamiento indica la posicién y distancias genéticas relativas entre marcadores o
genes a lo largo de los cromosomas. El uso mas importante del mapa de ligamiento es para
identificar regiones de los cromosomas que contienen genes y QTLs asociados al caracter de
interés. El mapeo genético esta basado en el principio de que los genes y marcadores segregan
via recombinacion cromosémica (crossing-over) durante la meiosis, lo cual permite su andlisis
en la progenie. Los genes o marcadores que estAn muy cercanos o estrechamente ligados podrian
ser traspasados juntos desde los padres a la progenic més frecuentemente que otros genes o
marcadores que se encuentran muy separados. En la poblacién de segregantes se presenta una
mezcla de genotipos parentales y recombinantes. La frecuencia de los genotipos recombinantes
puede ser usada para calcular las fracciones de recombinacién, la cual se utiliza para inferir las
distancias genéticas entre marcadores o genes. A partir del analisis de la segregacion de los

marcadores, se determina el orden relativo y las distancias entre marcadores (cuanto mas baja
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sea la frecuencia de recombinacién entre dos marcadores, ellos se encontraran mas proximos en
un cromosoma, y viceversa). Marcadores que presentan una frecuencia de recombinacidn del

50% o mas son descritos como “no ligados” y se presume que estan localizados muy separados

en el mismo cromosoma o en cromosomas distintos.

La construccion de un mapa de ligamiento presenta tres pasos principales: (1) produccién de
una poblacion de mapeo, cuyo nimero de individuos minimo supere los 50, y cuyo méximo sea
el mayor posible para aumentar la resolucion; (2) identificacién de polimorfismos, en base a la
deteccion de marcadores moleculares que revelen diferencias entre los progenitores; (3) analisis
de ligamiento de los marcadores, involucra la codificacién de datos (analisis fenotipico y

genctico) de cada individuo de la poblacién, a partir de programas computacionales para dirigir

el analisis de ligamiento.

En uva de mesa, se han identificado diversos QTLs relacionados con el fenotipo apirénico. El
mas importante es un QTL de efecto mayor (que explica mas del 50% de la variacion del
cardcter) para peso y nimero de semillas [DOLIGEZ et al, 2002. FANIZZA et al, 2005.
CABEZAS et al, 2006. MEJIA et al, 2007]. También se ha reportado que este QTL mayor tiene

un efecto pleiotropico sobre el peso de la baya e incluso sobre la maduracion.

En INIA la Platina se inici6 hace més de 15 afios un programa de mejoramiento genético de
uva de mesa, contando con numerosos cruzamientos entre muy diversos progenitores. Entre
éstos, se cuenta con un cruzamiento entre las variedades ‘Ruby Seedless’ y ‘Sultanina’ que ha
generado una poblacion que presenta herencia transgresiva para dos rasgos de gran interés
agrondmico: el peso de la baya y el peso de la semilla. En base a esta poblacidn, desde hace
algunos afios se ha trabajado en el mapeo primario de QTLs en base a mapas de ligamiento
construidos con marcadores dominantes y co-dominantes [MEJIA et al, 2007]. En este mapa se
ha logrado identificar la presencia de QTLs para el fenotipo estenoespermocérpico,
especificamente para los caracteres tamafio de baya (GL8, GL14 y GL18), y el peso fresco de
semillas (GL18), ademas de QTLs para tiempo de maduracién, fertilidad y color, posicionados
en diversos grupos de ligamientos. Sin embargo, al no existir un grado de saturacion adecuada,
no es posible validar y acotar la localizacién de los QTLs descritos, llegando a abarcar regiones

gendmicas cercanas a los 25 ¢cM en cada caso, lo que podria representar decenas de Mb a
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secuenciar y analizar molecularmente. Para solucionar este problema y lograr un correcto anclaje
de genes candidatos, en el presente estudio, en colaboracién con SOTO (2007) y MEJIA et al
(en preparacion), se aumentd el nivel de saturacion de este mapa de ligamiento reduciendo el
intervalo de confianza que contiene el QTL mayor para apirenia. Esta saturacion permitié acotar
las regiones del genoma que contienen los genes responsables de caracteres cuantitativos como
la apirenia o el tamafio de la baya. Esta acotacién es fundamental para co-posicionar genes

candidatos con QTLs o para identificarlos mediante clonamiento posicional de QTLs.

Los marcadores moleculares que estan estrechamente ligados a genes candidatos de
importancia agrondmica (llamados genes “ctiquetados™) pueden ser utilizados como
herramientas moleculares para la seleccién asistida por marcadores (MAS) en el mejoramiento
genético de plantas. MAS implica el uso de la presencia/ausencia de un marcador como un
sustituto para asistir la seleccion fenotipica, la que a través de esta via puede ser eficiente,
efectiva, fiable y eficaz en funcién del costo, en comparacién con la metodologia del

mejoramiento genético clésico.
1.4 Planteamiento del problema.

El fenotipo de apirenia y el tamafio de la baya en uva de mesa son dos caracteres de gran
interés productivo. Identificar los genes que estén involucrados en procesos que determinen
ambos rasgos, e identificar marcadores genético-moleculares que permitan diferenciar las
diferentes versiones alélicas de esos genes, permitiria no sélo caracterizar a nivel molecular los
genes responsables del caracter de interés sino que ademas generar una herramienta para dirigir
la seleccion de parentales y/o segregantes con el fenotipo de interés. El gen o los genes
identificados, asi como los marcadores asociados a estos pueden ser utilizados en el marco de
un programa de desarrollo de nuevas variedades por transformacion genética o

fitomejoramiento, respectivamente.

Dado que:
- El tamafio de la semilla y el tamafio de la baya en la uva de mesa se han establecido
como fenotipos estrechamente asociados a través de estudios cuantitativos, se plantea la

siguiente hipotesis para este trabajo:
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1.5 Hipdtesis.

“La asociacion entre el tamafio de la semilla y el de la baya es en gran medida el resultado de

la participacién de genes comunes que actiian tanto en el desarrollo de la semilla como en el

crecimiento de la baya”.

1.6 Objetivo General.

Mapear de forma integrada (fisicamente, genéticamente, e in silico) genes candidatos y

asociarlos con QTLs para el desarrollo de la semilla y de la baya en uva de mesa.

1.7 Objetivos Especificos
* Identificar genes candidatos asociados al fenotipo apirenia (n=10, aproximadamente).

e  Validar QTLs primarios detectados en temporadas pasadas (2004 y 2005) para los rasgos
peso promedio de semillas (PS) y peso promedio de la baya (PB).

e  Mapear fisicamente genes candidatos en mapa fisico de cv. ‘Cabernet Sauvignon’ (6X).

e Mapear genéticamente genes candidatos en poblacién, que segrega para ambos

caracteres, derivada del cruzamiento entre ‘Ruby Seedless’ y ‘Sultanina’.

*  Asociar GCs a QTLs para peso de semillas y peso de la baya.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestras vegetales.

Este estudio se realizé en base a la poblacién de segregantes F1 derivada del cruzamiento
entre las variedades ‘Ruby Seedless’ y ‘Sultanina’ (cruzamiento N°33 en el catalogo de INIA La
Platina, abreviado RxS). De este cruzamiento se tiene un total de 139 individuos segregantes

plantados en campo.
2.2 Evaluacién Fenotipica.

De los 139 individuos sélo 116 produjeron frutos, de los cuales se colectaron bayas durante
febrero de 2007 y se midieron dos pardmetros estrechamente relacionados: peso promedio de las
bayas (PB) y peso fresco de las semillas (PS). Ambas mediciones se utilizaron para el analisis

de QTLs. El procedimiento para llevar a cabo las mediciones se detalla a continuacién:

- Peso promedio de bayas: Se seleccionaron tres racimos en forma aleatoria para cada
individuo, y de cada uno de los racimos se eligieron también en forma aleatoria 100 bayas,
completando un total por planta de 300 bayas. Este procedimiento se realizé para las 116 plantas

que produjeron frutos. Posteriormente se registrd el peso promedio de las bayas por cada

individuo estudiado.

- Peso fresco de semillas: Se tomaron 50 bayas por racimo de forma aleatoria, completando
un total de 150 bayas por planta. De cada una de las bayas se recolectaron las semillas
separandolas de los restos de pulpa y se pesaron en forma individual. Este procedimiento se
realizé para las 116 plantas que produjeron frutos. Luego se calculé el peso promedio de

semillas (peso fresco) por baya.

Los datos fenotipicos fueron sometidos a analisis estadisticos basicos y de normalidad. El

analisis de QTLs requiere de datos cuantitativos con distribucién normal, la que fue evaluada
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mediante la técnica grafica de probabilidad normal [CHAMBERS et al, 1983]. La normalizacion
de los datos se realizé mediante la transformacién de Johnson [FARNUM, 1993] incluida en el

programa estadistico Minitab 15 (Minitab Inc).

2.3 Extraccion de ADN.

Desde los 139 individuos segregantes adultos se procedi6 a colectar hojas en estado juvenil
(tamafio inferior a 3 cm); las muestras fueron almacenadas en tubos de micro-centrifuga y

mantenidas en frio durante su traslado al laboratorio, donde posteriormente se mantuvieron en un

ultra-freezer (-80 °C) hasta su utilizacién.

La maceracion de las muestras se realizé en series de 24 muestras usando el robot Biospec
modelo Mini-Beadbeather. Luego, la extraccion de ADN se llevé a cabo de acuerdo el método
de LODHI et al (1994). Este se basa en la utilizacién de un buffer de extraccién que contiene 20
mM EDTA, pH 8. 2% CTAB (Bromuro de Cetiltrimetilamonio), 0,2% 2-mercaptoetanol y 100
mg de PVP (Polivinilpirrolidona - 40000) por cada gramo de tejido de hoja. El EDTA inhibe la
actividad de las enzimas DNAsas (rompen el ADN), el CTAB solubiliza las membranas
celulares y permite precipitar selectivamente el ADN, el PVP extrae los polifenoles
especialmente de las muestras dafiadas y el 2-mercaptoetanol protege el ADN de las actividades
de enzimas peroxidasas y polifenoloxidasas. Luego el ADN es precipitado de la fase acuosa con
1 volumen isopropanol y 2 volimenes de etanol absoluto en presencia de 5 M NaCl, y es
separado de la solucion via centrifugacion. Las extracciones se realizaron en duplicado para cada
muestra, aunque para el genotipado de la poblacion se utilizé sélo uno de los duplicados,
eligiéndose aquel que presentara la mayor concentracion de ADN medida por absorbancia a 260

nm (espectrofotometro Shimadzu UV-160) y una adecuada integridad del ADN, lo que se evalu6

a partir de su perfil electroforético (gel de agarosa al 0,8 %, tincion con bromuro de etidio).

2.4 Seleccion de genes candidatos (GCs).

La seleccion de genes candidatos para desarrollo de la semilla y de la baya durante este
trabajo present6 adaptaciones de acuerdo a la disponibilidad de informacion (recursos genéticos)

en la literatura y en bases de datos. Se comenz6 este trabajo en base a una lista preliminar de 60
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genes candidatos, identificados para el desarrollo de la semilla en Arabidopsis thaliana.
Posteriormente, se estudiaron los genes identificados en la forma mutante [fleshless berry
[FERNANDEZ et al, 2007], y a partir de la informacién parcial liberada en el transcurso del
proyecto de secuenciacion de la vid, se identificaron genes en los contigs que co-localizan con
los QTLs de interés en el GL2 y GL18.

2.4.1 Genes candidatos para el desarrollo de la semilla (lista preliminar).

El conocimiento generado para el desarrollo de la semilla en las asi llamadas “especies
modelo” (4rabidopsis thaliana, entre otras) permitié enfocar la busqueda y dar prioridad a genes
candidatos involucrados en el desarrollo del évulo, integumento y endospermo, ademas de genes
claves involucrados en la sintesis y transduccion de sefiales de hormonas tales como giberelina,
auxina y é&cido absicico (ABA). Por otro lado, utilizando como referencia un trabajo previo
realizado en el laboratorio de Biotecnologia de INIA La Platina, se tenia una lista preliminar de
60 genes candidatos que fueron identificados a partir de las secuencias de cDNA de
Arabidospsis thaliana. A partir de estas secuencias se realizé la busqueda de ortdlogos en Vitis.
Los genes ortologos de Vitis vinifera (Vv) fueron identificados mediante la realizacion de
tBlastN contra la base de datos publica de los transcritos ensamblados de TIGR (The Institute for
Genomic Research) para genes de plantas (http:/plantta.tigr.org/), o contra la secuencias
generadas por el consorcio DEGECHIVID (proyecto de gendmica funcional del cual INTA
forma parte) (http://www.genomicafrutos.cl/), y con el propdsito de trabajar con regiones
codificantes y evitar la presencia de intrones, se realizd un BlastN contra el genoma parcial

ensamblado 6X de Vitis vinifera durante el avance del proyecto de secuenciacién franco-italiano.

2.4.2 Genes candidatos para el desarrollo de la baya identificados a partir de la forma mutante
S1b (fleshless berry).

Estos genes fueron identificados en base a ensayos de expresion diferencial, a partir de
ensayos de microarreglos y ensayos de hibridaciones sustractivas (SSH) entre la forma silvestre
del cv. “Ugni Blanc’ y la mutante denominada fIb, que presenta severa reduccién del desarrollo
de la pulpa y consecuentemente del tamafio de la baya [FERNANDEZ et dl, 2007]. Esto

permitié identificar genes relacionados a distintas vias metabélicas y que participarian en
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procesos importantes para el desarrollo del fruto, tales como metabolismo de ABA,
morfogénesis y desarrollo, estrés y defensa, metabolismo secundario y reguladores
transcripcionales. Todos estos genes se pueden considerar como posibles responsables de los
caracteres que interesa estudiar en torno al desarrollo y crecimiento del fruto. Del total de GCs
identificados (87) se han seleccionado 45 GCs para el mapeo fisico, en base a la funcién descrita

para cada uno de ellos.
2.4.3 Genes candidatos identificados en el GL2 y GL18.

A partir de un estudio anterior realizado por nuestro grupo de INIA Platina (MEJIA et al,
2007) se disponia de informacion referente a la presencia de QTLs de interés para el desarrollo
de la baya y semilla en varios GL, QTLs ubicados en el GLS, en el GL14 y en el GL18. De
estos, el QTL del GL8 y GL14 se asocian exclusivamente con el peso de la baya, en tanto que el
GL18 contiene QTLs para el peso de la baya y para el peso de la semilla, identificandose el QTL
principal para el desarrollo de la semilla en el GL18; ambos QTLs del GL18 se encuentran
estrechamente ligados y co-localizan. Con este conocimiento previo y el aumento de precision
en la localizacién del QTL del GL18 [SOTO, 2007], se utilizé una estrategia de clonamiento
posicional [MEJIA et al, en preparacion], en la cual se buscaron genes candidatos en el contig
del mapa fisico de Cabernet Sauvignon. (contig 1821) que contiene anclados marcadores

estrechamente ligados al QTL identificado por Mejia et al, 2007.

Durante el analisis de QTLs en esta temporada, se encontraron dos QTLs (uno para PS y otro
para PB) en el GL2 que no habfan sido detectados en temporadas pasadas, para los cuales se
dirigi6 también una estrategia de clonamiento posicional. Se identificaron dos marcadores de
tipo microsatélite (abreviados SSR, o Secuencias Simples Repetidas) estrechamente ligados a
cada uno de estos QTLs: VMC7F2 para el GL18 y VVIB23 en el GL2. Estos marcadores SSR
fueron usados para identificar los contigs que contendrian los respectivos QTLs, a partir del
mapa fisico construido para la especie usando el cv. ‘Cabernet Sauvignon’, trabajo efectuado en
el INRA de Francia [ADAM-BLONDON et a/, 2005]. Un contig es un grupo de clones de tipo
BAC, cada uno conteniendo un fragmento del genoma de la especie en estudio, usualmente de
ca. 100 kb, y que representan regiones superpuestas del genoma. Este mapa fisico, compuesto

por numerosos contigs, tiene una cobertura que representa el equivalente a 12 veces (12X) el
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tamafio del genoma de la vid. Conocidos tales contigs, se identificaron los respectivos clones
BAC que los componen, y en base al nimero de identificacién de cada clon BAC se llevé a cabo

la recuperacion, desde la base de datos Genome Survey Sequence del NCBI, de las secuencias de

los extremos de los BACs (BAC End Sequences, BES).

Estos BES se usaron como templado en alineamientos del tipo blastN contra la base de datos
de ensamblados parciales de proyecto de secuenciacion, donde se identificaron contigs de
secuencia gendmica. Estos tltimos contigs fueron analizados mediante algoritmos disponibles en
la herramienta GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html), a partir del cual se
obtuvieron las secuencias CDS (secuencias codificantes) v las secuencias aminoacidicas de
todos los posibles genes predeterminados. Para identificar la funcién tentativa de los genes y sus
respectivas proteinas, las secuencias del CDS fueron analizadas secuencialmente mediante la
herramienta Blastp en el sitio NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). En base a la

funci6n probable de estos genes, se seleccionaron aquellos que podrian estar relacionados con

los caracteres de interés.

La base de datos derivada del proyecto de secuenciacién Franco-italiano para el genoma de la
vid (8X) [JAILLON et al, 2007] fue usada para la comprobacién in silico de 1a ubicacion de los
GCs mapeados gencética o fisicamente para los GCs preliminares del desarrollo de la semilla (23
GCs), los 87 GCs del desarrollo de la baya y los genes identificados en el GL2 y GL18, para
corroborar los resultados del mapeo fisico y genético (http://www.cns.fr/externe/English/Projets/

Projet ML/projet.html#constitution).

2.5 Disefio de Partidores.

El disefio de los partidores se realizé usando la herramienta computacional PRIMER3
[ROZEN et al, 2000] disponible en la red y de libre acceso (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/
input.htm). Los partidores cumplieron al menos con 5 condiciones: el fragmento amplificado
tuviera un rango de tamafio entre 150 y 350 pares de bases (pb), la temperatura de alineamiento
de la reaccion de PCR estuviese en torno a 58 °C, porcentaje GC sobre 30%, largo del partidor
entre 18 y 24 nucledtidos, y descartando los posibles partidores complementarios. Los partidores

disefiados que permiten realizar el mapeo genético son presentados en la Tabla I (Anexo).
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2.6 Mapeo Fisico de GCs.

De los genes candidatos, identificados en la literatura, para el desarrollo de la baya se
seleccionaron 45 de acuerdo al proceso descrito en el cual participan. Los partidores generados
para estos genes se ensayaron en la libreria BAC de referencia de Cabernet Sauvignon, de
acuerdo a LAMOUREUX et al (2006), a través de una reaccion de PCR estandarizada para un
termociclador Thermo modelo Px2, partiendo con una desnaturacién inicial de 2 minutos a 94
°C, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos y 72 °C por 30
segundos, con una extensién final a 72 °C por 4 minutos; esta libreria BAC de Cabernet
Sauvignon, que representa 6 equivalentes del genoma (6X), se compone de 18.432 clones BAC
que contienen fragmentos del genoma de la vid, organizados de forma tridimensional (3D) para
que puedan ser analizados en una placa de 384 pocillos. El producto de las reacciones de PCR
fue evaluado por electroforesis en geles de agarosa al 1,5% en buffer SB 1X (NaOH 0,05 M) con
tincién de bromuro de etidio, después de una corrida electroforética de 350 Volts por 30
minutos. Posteriormente, las coordenadas identificadas como positivas (presencia de amplicon)
fueron ingresadas al programa FPC versién 8.5.3 [SODERLUND et dl, 1997], en el cual se
puede visualizar el mapa fisico e identificar los contigs que contienen los GCs. Dado que el
mapa fisico contiene SSRs que estdn integrados en mapas genéticos de referencias, es posible

posicionar los GCs a través de los SSRs ya identificados en los diferentes grupos de ligamiento.

2.7 Genotipado y deteccién de SNPs e INDELS (Mapeo genético).

Mapear genéticamente un gen consiste en determinar su posicion, relativa a otros marcadores
o genes, dentro de los cromosomas. Para ello, se determind la frecuencia de recombinacion entre
marcadores o genes cercanos, analizando la segregacion de polimorfismos (SNPs, INDELS) en

la progenie derivada del cruzamiento RxS (‘Ruby Seedless’ y ‘Sultanina’).

Para llevar a cabo esta etapa del estudio, los partidores generados tanto para GCs del
desarrollo de la baya como para GCs del desarrollo de la semilla, se sometieron a una evaluacién
inicial de polimorfismo en la que cada partidor fue ensayado con nueve individuos, que
incluyeron a los parentales de la poblacién de mapeo RxS, dos variedades usadas como control

(‘Red Globe” y ‘Cabernet Sauvignon’), cinco segregantes de la poblacién de mapeo
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seleccionados en forma aleatoria ( individuos n° 46, 86, 99, 191 y 200) y un control negativo
(agua). A partir de esta prueba se seleccionaron sélo los partidores identificados como
polimérficos, es decir, aquellos en los cuales los individuos segregantes presentan 2 o mas

formas alélicas, las que se evaluaron mediante cambios conformacionales identificados en geles

de MDE o acrilamida nativa.

Para evaluar los posibles polimorfismos (SNPs e INDELs) se utiliz6 SSCP (single-strand
conformational polymorphism) una aproximacién electroforética basada en geles no
denaturantes de poliacrilamida, técnica en la cual se separa la doble hebra de ADN a hebra
simple mediante denaturacién, y durante la electroforesis la migracion de las hebras separadas
(hebras simples) se produce en base a 2 factores: conformacién (estructura secundaria) de las

hebras y tamafio del fragmento amplificado en la PCR.

Cada uno de los pares de partidores establecido como polimérfico para los GCs fue evaluado
de la misma manera (SSCP) en cada uno de los individuos de la progenie. El genotipado de la
poblaciéon de mapeo para los partidores generados para los GCs se realizé bajo las mismas
condiciones de PCR (PCR estindar descrito en el mapeo fisico) para todos los amplicones
polimorficos identificados para los GCs. La eficiencia de las reacciones fue comprobada en geles
de agarosa al 2 % con tincién de bromuro de etidio. Esta electroforesis se corrié a 350 Volts por
30 minutos en buffer SB 1X (NaOH 0,05 M).

Los productos de las reacciones de PCR para el genotipado fueron separados en geles no
denaturantes de poliacrilamida nativa (MDE™), los cuales se prepararon en base a la
metodologia descrita por MARTINS-LOPES et al (2001), y sometidos a electroforesis, para
finalmente ser teflidos de acuerdo al protocolo descrito por CAETANO-ANOLLES y
GRESSHOFF (1994),
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2.8 Deteccion de QTLs.

Los datos fenotipicos fueron sometidos a analisis estadisticos basicos (media, varianza, etc.)
y pruebas de normalidad con el programa Minitab 15 (Minitab Inc). Los datos se normalizaron
con la transformacion Johnson incluidas en el Minitab 15. La deteccién y analisis de QTL se
realiz por separado para el mapa de los parentales (Ruby y Sultanina) y el mapa consenso,
utilizando las funciones incluidas en el programa MapQTL 4.0 [VAN OOIJEN et al, 2002]. Una
poblacion derivada de polinizacién cruzada fue utilizada para todos los analisis. EI mapeo por
Intervalos (IM) [LANDER & BOSTEIN, 1989] se realizé sobre la base de los mapas de los
parentales y el mapa consenso, en combinacién con los datos normalizados de PB y PS. Para los
QTLs probables, se selecciond el marcador mas cercano al peak del perfil LOD (Logarithm
(base 10) of odds, logaritmo en base 10 de las probabilidades) como ‘Cofactor’ para la prueba
de Seleccion Automatica del Cofactor (ACS o Automatic Cofactor Selection), los marcadores
que fueron aceptados como cofactores se seleccionaron para realizar la prueba de Mapeo
Multiple de QTLs (MQM o Multiple QTL Mapping) [JANSEN & STAM, 1994]. Para establecer
la confianza de un QTL supuesto, se utilizé un test de permutacion, en el que se establecié el
nivel umbral, a partir del cual un QTL es declarado significativo o subjetivo [CHURCHILL &
DOERGE, 1994]. El nivel umbral fue determinado después de 1000 permutaciones de los datos,
en un analisis cromos6mico y en un anélisis gendmico, con un nivel de significancia de 0,05.
Un QTL fue considerado estadisticamente significativo o subjetivo si el LOD detectado por
MQM tiene un valor mayor que los valores de LOD determinados después de 1000
permutaciones para el error de tipo cromosémico o gendmico, respectivamente. Cada LOD se
apoya en un intervalo de confianza construido para cada QTL [LANDER & BOSTEIN, 1989].
La asociacion de cada marcador o Gen Candidato Posicional (PCG o Positional Candidate
Gene) se valido con la prueba no paramétrica de suma de rangos KRUSKAL-WALLIS (KW)
[LOWRY, 1999], usando los datos fenotipicos no normalizados.
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3. RESULTADOS

3.1 Evaluacién fenotipica.

La poblacion F1 (RXS), esté integrada por 139 individuos plantados en campo, de los cuales
116 han llegado a producir frutos. Estas 116 plantas son las que se utilizaron para las
evaluaciones fenotipicas. Los dos caracteres de interés estudiados fueron el peso promedio por
baya (PB) y el peso promedio de semillas por baya (PS). Para el estudio de ambos caracteres se
realizaron mediciones fenotipicas, datos que fueron sometidos a un analisis estadistico para
determinar los valores promedio (), la varianza (o), el indice de Kurtosis (indica la agudeza del
pico de la curva de distribucion) y el indice de skewness (indica la oblicuidad de la curva). Por
un lado, el andlisis estadistico del carcter peso promedio por baya (figura 1) demostré una
desviacion de la distribucion hacia la izquierda (indice de skewness de PB = 1,31, e indice de
Kurtosis de PB = 2,7). Tal desviacién fue leve y no tan marcada como la desviacion que
presento el cardcter peso promedio de semillas por baya (figura 2), el cual present6 una fuerte
inclinacion hacia las clases de menor tamafio de semilla (indice de skewness de PS = 1,58 e
indice de Kurtosis de PS = 1,54). En base a tales resultados y a la correlacion presente entre el
PS y el PB de cada individuo (figura 3), se concluyé que la poblacién F1 analizada tenia una
mayor proporcién de individuos con bajo peso promedio de semillas (apirénicos) y una mayor
proporcion de individuos con bajo peso promedio de baya. El test de normalidad aplicado como
se describe en Materiales y Métodos, indicd que ninguno de los dos caracteres tiene una
distribucién normal; las figuras 1 y 2 reflejan esta ausencia de normalidad. Sin embargo, la
deteccion de QTLs se basa en datos con distribucién normal, por tal motivo, estos fueron

normalizados.

Los datos fenotipicos obtenidos se normalizaron mediante la transformacién de Johnson (ver
Materiales y Métodos). Para PB se utiliz6 la ecuacién de normalizacién Y= -1,06594 + 1,68388
* Asinh[(X - 120,812) / 201,486] y para PS se utilizd Y= 1,01475 + 0,373729 * Ln[(X +
0,0000141508) / (0,121352 - X )].
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Para relacionar el desarrollo de la baya al peso fresco de ésta, se midieron los diametros de
las bayas. A partir de estos resultados, se determiné la existencia de una correlacién positiva

entre tamafio de la baya y peso de la baya (datos no mostrados).

Figura 1. Distribucién de la poblacién de mapeo segin clases de peso de bayas. Se presenta
la distribuci6n del peso de bayas en funcién del nimero de individuos de cada clase. Cada clase
cubre un intervalo de 0,2 g.
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Figura 2. Distribucién de Ia

poblacién de mapeo segiin clases de peso de Semilla. La

distribucion del peso de las semillas, se grafico en funcion del niimero de individuos de cada
clase; cada clase cubre un intervalo de 1 mg.
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Figura 3. Relaci6n entre el peso promedio de las semillas (PS) Y peso promedio de las bayas
(PB) de cada individuos de la poblacién. Se grafica el PS versus el PB, ambos parametros
medidos para los 116 individuos que produjeron fruto en la poblacién RXS.
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3.2 Seleccion de genes candidatos (GCs).

Se seleccionaron genes candidatos a partir de la informacién disponible de algunas especies
modelos, tales como Arabidopsis y tomate, ademas de la informacion de la vid. De esta manera,
se realizd la identificacion preliminar de un grupo de 60 GCs para el desarrollo de la semilla, de
los cuales 23 genes candidatos fueron finalmente seleccionados (Tabla II, Anexo), de acuerdo a

la funcién designada para cada uno de ellos Yy a su posicionamiento en el mapa fisico, y su

relacion con los QTLs preliminares existentes.

Para el desarrollo de la baya se identificé un grupo de 87 GCs a partir de la mutante b
(fleshless berry) de cv. ‘Ugni Blanc’ [FERNANDEZ et al, 2007]. De éstos, se seleccionaron 45
para llevar a cabo el mapeo fisico (Tabla III, Anexo). Basandose en el criterio de la funcién
asignada a cada de uno ellos, se seleccionaron dos genes relacionados al metabolismo del 4cido
absicico (ABA), 12 genes relacionados al desarrollo y morfogénesis, 10 genes identificados
como reguladores transcripcionales, cinco genes relacionados al metabolismo secundario y 16

genes involucrados en respuesta a estrés y defensa.
3.3 GCs identificados en la secuencia del genoma de Vitis vinifera (GL2 y GL18).

Para dirigir la bisqueda de GCs a regiones especificas de los grupos de ligamiento 2 y 18, se
utilizaron dos marcadores moleculares VMC7F2 y VVIB23 que co-localizan con los QTLs de
interés. A partir de ellos se identifico el contig donde mapeaban fisicamente, y se exploré el
entorno de sus secuencias gendmicas en busca de todos los posibles genes. En el GL18 se

identific el contig 1821, y en el GL2 el contig 175.

A todos los posibles genes encontrados en el contig 1821 (identificados en base a la
herramienta GENESCAN) se les asocié una probable funcién bioldgica, de acuerdo a la
descripcion en la literatura (BLAST), descartando los casos de aquellos genes que no presentan
una buena homologia con genes de las bases de datos, y otros donde se presentan como genes
desconocidos. De ellos se seleccioné el gen VwAGLII para el estudio, debido a que ha sido
descrito en Arabidopsis como un gen que participa en las primeras etapas del desarrollo floral,

etapas en las que se forma el 6vulo. De forma homéloga, en el contig 175 y en torno al marcador
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de VVIB23, se encontraron 85 genes. Una importante proporcién de ellos (cercano al 16,5%)
estaba relacionado con elementos méviles (proteinas virales asociadas a retrotransposones). De
estos genes, 71 codificaban para proteinas de diversas funciones: unién a metales (Cu, Zn),
reparacion de ADN (fotoliasas), relacionadas a fotosintesis, etc. De todos ellos un grupo de 6

GCs fueron seleccionados por su funcién (VvFbox2, VWPAR2, VvPMEII, VvPMEI2, VvPME]4 y
VvVPE) (Tabla IV, Anexo).

3.4 Mapeo Fisico de GCs.

A partir de los 45 genes candidatos seleccionados para el desarrollo de la baya (Tabla III,
Anexo) se disefiaron partidores y se realizaron reacciones de PCR para cada uno de ellos contra
la libreria de clones BAC ordenados en una matriz tridimensional como se indicé en materiales y
métodos (PCR 3D). Los productos de cada una de las reacciones fueron evaluados en geles de
agarosa y como resultado se obtuvieron las coordenadas de cada uno de ellos. Estos datos se
ingresaron al programa FPC que maneja la base de datos del mapa fisico parcial (6X) de
Cabernet Sauvignon, mediante el cual se identificaron contigs. En estos contigs y a través del
mismo programa, fue posible identificar los marcadores de tipo SSR. De los 45 GCs
seleccionados, s6lo 32 genes se asociaron a marcadores con una posicién conocida en el mapa de
ligamiento de referencia, ya sea porque estos marcadores habian sido previamente mapeados por
nuestro grupo, o porque los marcadores encontrados en esos contigs estan descritos en bases de
datos publicas o en referencias. Posteriormente, a medida que aparecié el borrador del genoma

de la vid, la posicion de estos GCs fue verificada in silico (Tabla III, Anexo).

Se presentaron 13 genes candidatos que no pudieron ser mapeados fisicamente debido a
diferentes circunstancias. Por ejemplo, se encontraron 2 genes (VWIF'y VwDNAJ-1) que aunque
se encontraron asociados a marcadores, su ubicacién no coincide con la posicién determinada a
través del mapeo in silico (Tabla III, Anexo). Otro caso se dio para VvPALI y WwPPOa, que
presentaron coordenadas en el PCR 3D, pero no fue posible establecer un contig porque las
reacciones que fueron positivas en el PCR no son coordenadas validas para el programa que
carga los datos del mapa fisico. Finalmente, no fue posible establecer las coordenadas 3D para el
gen VvDOF, porque no se presentaron reacciones de PCR positivas (no hay amplificado). Estos

casos pueden ser explicados por las propiedades intrinsecas de la genoteca utilizada para el
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mapeo fisico, que sélo tiene una representacion parcial del genoma de la vid, aun cuando
equivale a seis copias del genoma (6X) y existe un porcentaje, aunque muy bajo, de regiones del
genoma que no estan representadas, lo que explicaria el caso del gen VvDOF. Ademas puede
contener clones que hayan sido anclados de forma errénea en algunos contigs, lo que genera
falsos positivos y explicando también los casos de los genes VWIF, VwDNAJ-1, VvPALI y
VvPPOa. Errores de esta naturaleza no son aislados tomando en cuenta que el mapa fisico esta
generado en base a marcadores anclados por PCR y en base a perfiles de fingerprinting cuyo
analisis pueden contener errores experimentales y errores estadisticos. Para el gen VvPPOa
tampoco fue posible determinar una posicién a través del mapeo in silico, debido a que no se ha
establecido a qué cromosoma corresponde la zona del genoma en la que se encuentra localizado.
Otros cuatro genes, uno de ellos correspondiente a un GC seleccionado (WZNF) y otros tres

genes (V'wPPOb, VwDNAJ'y VwCHIBI) que no se seleccionaron para el mapeo fisico presentaron

igual condicidn.
3.5 Mapeo Genético.

El mapeo genético para establecer en qué grupo de ligamiento (GL) se posiciona cada uno de
los GCs, se realizé en la poblacién F1 (RXS) mediante SSCP, cuyo fundamento es la migracién
diferencial de las hebras separadas del ADN (ssDNA) provocado por el cambio en el
plegamiento de la estructura secundaria debido a la presencia de sitios con polimorfismos (SNPs
¢ INDELSs). La totalidad de partidores disefiados para los GCs del desarrollo de la semilla y de la
baya se analizaron en busca de polimorfismos, usando los progenitores y algunos segregantes
(ver materiales y métodos). Un ejemplo se demuestra en la figura 4, en la que se presenta dos
partidores disefiados para el gen PWVPEI (ay b), uno que presenta polimorfismos (VvVPEI-a) y
otro que es monoalélico (FvVPEI-b). Sélo aquellos que se identificaron como polimorficos se

evaluaron en toda la poblacion de mapeo, por ejemplo el caso del partidor VvAGLII-10
(Figura5).

La evaluacion preliminar de polimorfismos permitié establecer que de los 23 GCs
relacionados al desarrollo de la semilla (Tabla I, Anexo), sélo 10 presentaron diferencias en la

distribucion alélica de los segregantes (VvAP2, VWARF2, VwAPI5, VvBAN, VvFIS2, VvPKI,
WITI, VvITI2, VwINP-SRy VvSPY).
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Por otro lado, en la busqueda de GCs de los grupos de ligamiento 2 y 18 se lograron
identificar 6 GCs, cuya funcién estaria relacionada al desarrollo de la baya (VvFbox2, VvPAR2,
VWPMEILL, VvPMEI2, VwPMEI4 y VvVPEI) y un gen cuya funcion estaria asociada al desarrollo
de la semilla (PvAGLI1).

Considerando los GCs para el desarrollo de la semilla y de la baya se mapearon
genéticamente un total de 17 genes en los siguientes grupos de ligamiento (GL): "WwPMEII,
VvPMEIL2, VvPMEI4, VvPAR2 y PWVPEI se localizan en el GL2; VvARE? en el GL3; 'vAP2 en
¢l GL7; VvSPY en el GLS8; VvAPI5 y VwFbox2 en el GL10; VvTTI2 en el GL12; "WWTNP-SR en el

GL14; VvBAN en el GL15; VvFIS2 en el GL16; "WAGLII y VWWTTI en el GL18 y finalmente
VvPKL en el GL19 (Figura 6).

La mayor parte de los GCs mapeados genéticamente (15 GCs) coincidié con la posicién
determinada en el genoma a través del mapeo in silico. La excepcion fue el gen VvPKL, que se
posicion6 genéticamente en el GL19 y su ubicacién in silico fue en ol cromosoma 4. Por otro

lado, YwARF?2, cuya posicién mediante el mapeo genético se determind en el GL3, no tuvo una

posicién definitiva en el mapeo in silico.

Otra evidencia de la representacion parcial del mapa preliminar (6X) del genoma de la vid, es
que el gen VvFbox2 ha sido identificado como GC en el analisis del contig 175 en el GL2, sin
embargo, los resultados entregados en el mapeo genético y mapeo in silico 1o ubicaron en el
GL10, lo que podria ser consecuencia de un clon ubicado incorrectamente en el contig 175, sin
descartar que existe una alta redundancia de genes del tipo Fbox, lo cual podria afectar el disefio

de partidores especificos o podria afectar los resultados de los alineamientos,
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Figura 4. Prueba de polimorfismos para dos partidores disefiados para gen VWVPEI. Los
partidores a y b, fueron ensayados con los parentales (Ruby: RU y Sultanina: SU), dos
variedades controles (Red Globe: RG y Cabernet Sauvignon: CS), un control negativo (agua) y
cinco individuos segregantes de la poblacién (43, 86, 99, 191 y 200).

VWPEL b
RU SU RG €S A 43 86 99 191200

VWPEL a

RU SU RG CS A 43 86 99 191 200

Figura 5. Genotipado de la Poblacién RxS con partidor VwAGL11-10. Se ensay6 el partidor
VvAGLI1-10 con la poblacién de segregantes (cada individuo se presenta con un nimero), los
dos parentales (Ruby: RU y Sultanina: SU) y la variedad control (Cabernet Sauvignon: CS),

estos tres Gltimos presentados con un asterisco (*). En base a la migracién de las bandas en el
SSCP para la poblacién, se determiné la frecuencia alélica.
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3.6 Deteccion de QTLs.

A través de la herramienta Interval Mapping (IM), que realiza un mapeo por intervalos, se
encontraron en el mapa de ligamiento QTLs para PB en los GL2, GL8, GL14 y GL18 (Figura 7
y Tabla V), en tanto para el PS se encontraron QTLs en los GL2 y GL18 (Figura 7 y Tabla VI).
Todos estos QTLs poseen un valor de LOD (cuociente logaritmico entre la probabilidad de que
el QTL exista 0 no) al menos superior al LOD umbral subjetivo determinado para cada QTL,
limite que llevé a descartar otros posibles QTLs. Los QTLs detectados en los distintos mapas

(Ruby, Sultanina e Integrado) y su nivel de significancia se resumen en las tablas V (PB) y VI
(PS).

Se determin6 que el valor de LOD umbral para denominar como significativo un QTL debia
tener un valor mayor o igual a 4,3 en el caso del peso de la baya (PB) y 4,2 en el caso del peso
de la semilla (PS). Para el PB s6lo el QTL del GL18 fue determinado como significativo (LOD
= 6,78), debido a que sobrepasé el valor de LOD umbral establecido. En cambio, para PS ambos
QTLs, GL2 y GL18, fueron establecidos como significativos, con valores de LOD de 4,88 y

24,92, respectivamente.

En tanto, en el mapa Integrado los QTLs determinados para PB en el GL2, GL8 y GL14
fueron establecidos como QTLs subjetivos, es decir, el valor de LOD detectado para cada uno de
ellos estuvo bajo el LOD umbral estimado como significativo y sobre el LOD umbral
considerado subjetivo. En tanto, el QTL detectado en el GL18 se determind como significativo,

yaque el valor de LOD detectado (6,78) superd el umbral limite de 4,3 (Tabla V).

Al comparar los QTLs presentes en los mapas generados, dos grupos de ligamiento
presentaron diferencias, €l GL8 y GL14. Se observo que en algunos casos no fue posible detectar
los mismos QTLs. Por ejemplo, en el mapa de RU en el GL8 no se detectd un QTL para peso de
la baya, que si se observo en los otros mapas. Esta ausencia del QTL se puede deber a varias
causas: ausencia de polimorfismos en esa region del cromosoma en este parental; porque
simplemente el QTLs no es detectable, a pesar de presentarse polimorfismos en esa zona; o
porque esa regi6n del cromosoma no esta presente. Lo mismo sucedi6 en el GL14 en el mapa de

SU. De forma analoga, el QTL de PS en el GL2, no se detect6 en el mapa de RU.
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Tabla V. QTLs detectados para el peso promedio de la baya (PB). El analisis fue realizado
con los mapas generados para los respectivos progenitores (Ruby y Sultanina) y para el mapa
Integrado. En las filas se indican los grupos de ligamiento (GL) que contienen los QTLs para
peso de baya, los valores umbrales para determinar la significancia del QTL (LOD umbral
subjetivo/significativo), el gen utilizado como cofactor en el anilisis MQM, el valor de LOD
detectado, el porcentaje de explicacién de la varianza asociado al gen que co-localiza con el
QTL detectado y el tipo de QTL determinado.

= :

Maoa | L |LOD umbral ull;lobg | | Cofactor | LOD /zxwiirc‘:gza Tipo de

P subjetivo i e . para MQM | detectado P QTL
significativo por el gen

2 2,9 42 VvPMEI2 3,37 19,0 subjetivo

Ruby 14 2.8 VWTNP-SR 2,93 7,3 subjetivo
18 33 WAGLI1 8,07 299 significativo

2 2,8 4,3 VwPMEI2 3,83 19,0 subjetivo

3,0 wSPY 3,22 12.9 subjetivo

Integrado . -

14 2.7 WTNP-SR 2,88 7.3 subjetivo
18 3,2 VWAGLII 6,78 29.9 significativo

2 2.8 4,2 VwPMEI2 3,61 19,0 subjetivo

Sultanina | 8 32 VWSPY 3,27 12,9 subjetivo
18 3,2 VWAGLI1 7,03 29,9 significativo

Tabla VI. QTLs detectados para el peso promedio de las semillas (PS). El analisis fue
realizado con los mapas generados para los respectivos progenitores (Ruby y Sultanina) y para el
mapa Integrado. En las filas se indican los grupos de ligamiento (GL) que contienen los QTLs
para peso de semillas, los valores umbrales para determinar la significancia del QTL (LOD
umbral subjetivo/significativo), el gen utilizado como cofactor en el andlisis MQM, el valor de
LOD detectado, el porcentaje de explicacién de la varianza asociado al gen que co-localiza con

el QTL detectado y el tipo de QTL determinado.

a =

LOD umbral LOD Cofactor LOD Z varianza Tipo de

Mapa GL subietivo umbral para detectadn explicada QTL
J significativo | MQM por el gen

Ruby 18 3,2 4,1 VWAGLI1 24,78 74.8 Significativo
2 2,7 42 WPMEI2 4,88 11.2 Significativo

Integrado ) S
18 3,1 VWAGLI1 24,92 74,8 Significativo
. 2 2,8 4,2 VvPMEI2 5,26 112 Significativo

Sultanina : - -
18 32 WAGLI1 24,69 74,8 Significativo
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3.7 Integracion de Genes Candidatos y QTLs.

El analisis a través del programa MapQTL para el mapa Integrado determiné la co-

localizacion de los QTLs detectados para PB y PS con genes candidatos en los distintos grupos

de ligamiento (Figura 7).

En el GL2 se encontré un QTL subjetivo para PB y un QTL significativo para PS, ambos en
la misma zona del GL y co-localizando con el gen VvPMEI2, de acuerdo a los andlisis
estadisticos de varianza mediante la prueba KRUSKAL WALLIS. Este gen explicé el 19,0% de
la varianza fenotipica de PB (Tabla V) y el 11,2% de la varianza del caracter PS (Tabla VI).

De forma andloga, en el GL18 se presentaron dos QTLs, uno principal para el peso de la
semilla y un QTL para el peso de la baya, ambos ubicados en la misma region y co-localizando
con el gen denominado VwAGLI1. Estadisticamente este gen explico el 29,9% de la varianza del
peso de la baya y el 74,8% de la varianza en el peso de la semilla, presentandose como el

principal candidato para determinar el desarrollo de la semilla y el caracter apirenia.

En tanto, en el GL8 y en el GL14 se presentaron sendos QTLs para peso de la baya, que co-
localizaron con el gen VvSPY en el GL8 y el gen VvTNP-SR en el GL14, respectivamente. El
primero de estos explico un 12,9% y el segundo un 7,3% de la varianza fenotipica

respectivamente.
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4. DISCUSION

Los caracteres agronomicos de interés productivo, especialmente los relacionados a calidad y
rendimiento, generalmente son rasgos continuos que presentan un control de tipo poligénico, es
decir, estdn determinados por la accién conjunta y coordinada de una serie de genes. Para
identificar las regiones genémicas donde se encuentran estos genes responsables del fenotipo se
utiliza analisis de QTLs. La caracterizacién de los QTLs, identificar el gen o los genes
responsables de la variacion fenotipica, asicomo establecer la segregacion alélica de este gen y
comprender los mecanismos de control que regulan su expresién, es fundamental para
identificar y caracterizar a nivel molecular caracteres de interés biolégico y agrondmico como el
desarrollo del fruto o de la semilla. Esta informacién también puede tener aplicaciones en
diversos ambitos de la produccidn, entre los que destacan los programas de fitomejoramiento,
mediante la seleccién de genotipos parentales y/o la seleccion de los segregantes que lleven las
combinaciones alélicas mas convenientes o bien para usar esos genes en el desarrollo de lineas
transgénicas. En este estudio se han identificado genes que participan en la determinacién de los
caracteres peso de la baya (PB) y peso de semillas (PS) en uva de mesa (Vitis vinifera 1L.), a

través de la identificaciéon y mapeo de genes candidatos, y su asociacién con QTLs.

Las evaluaciones fenotipicas de peso de bayas y peso de semillas sugieren que ambos
caracteres presentan una distribucion no normal (figuras 1 y 2), entre los cuales el peso de la
semilla presenta una mayor desviacién de la normalidad. Estas distribuciones presentan
desviacion negativa, es decir, se desplazan hacia valores bajos para el peso promedio de la baya
y valores bajos de peso promedio de las semillas, atin cuando en el PS esta desviacién es mds
marcada que en PB. En tanto, al graficar el PS y el PB de cada individuo (figura 3) se aprecia

una clara relacion entre la presencia de semilla y el tamafio de la baya.

Esta distribucion no normal puede tener diversas explicaciones: puede deberse a una
seleccion sesgada de los individuos que componen la poblacién de mapeo, a una respuesta a la
interaccién genotipo-ambiente (GxA), o a la presencia de un gen dominante. La distribucion no

normal se ha mantenido a través de los distintos periodos de evaluacion (respecto a otras
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temporadas) [MEJIA et al, 2007], y se presenta una correlacion entre peso de baya y peso de

semillas, por cual es posible descartar la primera explicacién, pero no las dos ultimas.

El mapeo fisico de genes candidatos para el desarrollo de la baya realizado para 45 genes
identificados en base a la mutante fIb, presentd algunas limitaciones como ausencia de clones
representativos que impide la identificacién de coordenadas, presencia de falsos positivos que
dan cuenta de contigs equivocados o presencia de contigs sin microsatélites, que hace imposible
el anclaje de estos genes al mapa de ligamiento. Estas limitaciones probablemente se explican
por el ensamblaje parcial de la libreria de clones genémicos utilizada, que aunque tiene una
cobertura teérica de 6X, en la realidad pueden quedar numerosos fragmentos de ADN o
segmentos del genoma de la vid no incluidos en dicha genoteca. También pueden ser explicadas
por la cantidad de marcadores moleculares de tipo microsatélites ubicados en el mapa de
ligamiento, tanto en el mapa parcial que se ha desarrollado en nuestro laboratorio, como en
mapas que han sido presentados por otro grupos de trabajo [ADAM-BLONDON et al, 2004.
DOLIGEZ et al, 2006] y que se encuentran disponibles en las bases de datos. Estas limitaciones
se reflejan en que de los 45 genes, sélo 32 (71,1%) fueron mapeados fisicamente de forma
correcta, es decir, coincidiendo el mapeo fisico y el mapeo in silico. De los 13 genes que no han
sido mapeados fisicamente, ocho entregaron coordenadas para el PCR 3D, y que permite
asociarlos a conmtigs especificos, pero no presentaron marcadores (SSRs) asociados, lo cual
demuestra que son mapas parciales. Otros dos genes presentaron coordenadas puntuales, pero no
fue posible encontrar contigs asociados, y el gen VvDOF no presentd coordenadas. En tanto, dos
genes presentaron una posicion distinta al comparar el mapeo fisico y el mapeo in silico, lo que
se explicaria por la presencia en la libreria de clones de falsos positivos, lo cual genero a su vez

coordenadas y contigs erréneos, y por ende, tales genes se asociaron incorrectamente a

microsatélites.

En la biisqueda de genes candidatos para desarrollo de la semilla en el GL2, se identific el
gen Vvlbox2 a partir del contig 175, sin embargo, el mapeo genético y el mapeo in silico
ubicaron a este gen en el GL10, lo que implica que en el armado de este contig se insertd de
forma equivocada un clon (clon 10043) que no pertenece a esta posicion. Por otro lado, el gen
VwPKL fue mapeado genéticamente en el GL19, pero este resultado no coincide con el mapeo

fisico y el mapeo in silico, mediante los cuales se posiciond en el GL14. Este hecho puede
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asociarse a 2 errores, en disefio de partidores y genotipado de la poblacién. En el primero, los
partidores disefiados para mapear este gen podrian haber reconocido una region conservada,
comun a otras familias de proteinas, y si el gen VvPKL no presenta polimorfismos en el
segmento amplificado y en cambio los genes que codifican para las otras proteinas si presentaren
diferencias, entonces el mapeo habria estado dirigido a esos otros genes y no al gen objetivo
VvPKL. El otro motivo para la discordancia entre mapeo genético y mapeo in silico, es el
procedimiento de genotipado, en el cual una incorrecta lectura de los perfiles de migracion
(bandas), genera datos erréneos, produciendo una pérdida del balance en las proporciones
mendelianas, lo que al momento de realizar el mapeo genera una distorsion en la asociacién de

los genes candidatos (u otros marcadores).

La integracion de los datos fenotipicos con los analisis de los marcadores moleculares, a
través de los programas estadisticos, ha permitido identificar seis QTLs, cuatro de ellos para el
peso de la baya (PB), ubicados en GL2, GL8, GL14 y GL18, y dos QTLs para el peso de la
semilla (PS), ubicados en los GL2 y GL18. De estos seis QTLs, cuatro habian sido detectados en
temporadas anteriores (2004 y 2005). Para el PB se habian detectado 3 QTLs ubicados en el
GL8, GL14 y GL18, y para el PS sélo se habia detectado el QTL presente en el GL18. La
aparicion de los QTLs en el GL2 para PS y PB se puede explicar por tres factores relacionados a

la estrategia utilizada y a cambios en la poblacién de mapeo entre temporadas:

1) Numero de individuos: en las evaluaciones fenotipicas realizadas en las temporadas 2004 y
2005 la poblacién analizada no superaba los 90 individuos, en cambio en la temporada 2007 el
namero de individuos llegaba a 116, con lo cual se incrementd el nivel de deteccion;

2) Numero de bayas consideradas en la evaluacion: la cantidad de bayas analizadas en la
temporada 2004 y 2005 era de 25 bayas por planta para determinar PB y PS; en cambio, en la
temporada 2007 se aument6 a 300 bayas para el PB y a 150 bayas para el PS por planta, con lo
cual se produce una disminucidn en el error asociado a la medicion.

3) Cantidad de marcadores utilizados en la construccién del mapa de ligamiento: el mapa
parcial preexistente de los trabajos realizados entre el afio 2004 y 2005 se basaba en marcadores
dominantes (AFLP y SCARSs) y un bajo nfimero de marcadores co-dominantes (SSRs). En tanto,
para la temporada 2007 se complementaron los mapas parciales del afio 2004 y 2005 con

marcadores de tipo co-dominante (SSRs), lo cual permite aumentar la saturacién del mapa.
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Los QTLs detectados para PB y PS co-localizan tanto en el GL2 como en el GL18, lo cual
quiere decir que se ubican en la misma zona del cromosoma, y que pueden ser explicados por los
mismos genes, o por grupos de genes ligados en esta zona. En resumen, cuatro genes explicarian
los seis QTLs encontrados de los anélisis fenotipicos y genéticos; estos genes son VvPMEI?,
WSPY, VvINP-SR y VvAGLII, y aunque actuarian concertadamente, cada uno de ellos

participaria de manera diferente en el desarrollo de la baya o en el desarrollo de la semilla, o en

ambos procesos.

VwPMEI, ortdlogo de PMEI (inhibidor de pectina metilesterasa e invertasa) en Arabidopsis,
se ubic en el GL2 y co-localizo con los QTLs de PB y PS, a través de los cuales explicaria el
19,0% y el 11,2% de la varianza fenotipica para ambos rasgos. La pectina es el principal
constituyente enlazante de la pared celular (l&mina media) primaria en las plantas superiores,
donde puede llegar a constituir el 30% del peso seco. Se compone principalmente de dcido D-
poligalacturénico (PGA) y tiene inserciones periddicas de L-ramnosa. Durante los procesos de
divisién y expansion celular, los grupos carboxilos en la posicién C6 del PGA son desmetilados
por la enzima pectina metilesterasa (PME). La modificacion de las pectinas genera
reordenamiento en la integridad de la 1amina media, que es el elemento que controla la adhesion
intercelular, por lo que se ha propuesto que esta desmetilacién en el PGA produce disminucién
en la firmeza de los tejidos que estan relacionados con fenémenos fisiolégicos como elongacion
celular, maduracién de frutos y respuestas de defensa [IRIFUNE et al, 2004]. La actividad de
PME es regulada por un inhibidor de naturaleza peptidica, PMEI (inhibidor de la pectina
metilesterasa e invertasa), cuya expresién aumenta con la progresion de la maduracion de frutas.
Por otro lado, se reconoce a la pectina como un importante componente del mucilago de las
semillas, el cual es depositado en el integumento para formar la cubierta seminal [WESTERN et
al, 2004]. En la vid, donde la expansion de las células de la pared externa de la baya y de la
semilla, tienen un importante rol durante la segunda etapa de crecimiento rapido de la baya y
durante el desarrollo de la cubierta seminal, se podria categorizar este gen en un subconjunto de
responsables del cardcter apirenia, debido a la presencia de un gen regulador principal en el

GL18. La actividad de esta pectina metilesterasa y su inhibidor podrian desempefiar un papel

crucial en el desarrollo de semillas y bayas.
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WWSPY, ortdlogo de SPINDLY en Arabidopsis, fue identificado en un QTL para PB, en el
GL8. Este gen explica el 12,9% de la variacién fenotipica. SPY codifica para una N-
acetilglucosamina transferasa ligada a oxigeno, descrita como una reguladora negativa y positiva
de las vias de sefializacion de giberelinas (GAs) y citoquininas [GREENBOIM-WAINBERG er
al, 2005. JACOBSEN & OLSZEWSKI, 1993. SILVERSTONE et al, 2007], respectivamente,
ain cuando no se conoce el mecanismo a través del cual SPY distingue entre ambas vias de
sefializacion, es posible que la interaccion entre diferentes proteinas a través de la creacién
complejos multiproteicos podria afectar en distintos niveles de estas vias. En Arabidopsis, las
mutantes spind[y fueron identificadas por primera vez en virtud de su resistencia a la inhibicién
de la germinacion y disminuir los efectos de paclobutrazol, un inhibidor de la biosintesis de
giberelinas (GA). Todos los alelos spy conocidos son recesivos y exhiben fenotipos similares a
las de plantas silvestres tratadas reiteradamente con GA. En arroz y Arabidopsis, la funcién de
SPY en la transduccién de sefiales en respuesta a GA, estd probablemente relacionada a un
aumento de la actividad de proteinas que presentan el motivo DELLA [SILVERSTONE et al.
2007, SHIMADA et al, 2006]. Ademés, en las uvas de mesa, tanto GAs y CPPU (citoquininas

sintéticas), son usadas recurrentemente para el aumento de tamafio de bayas [DOKOOZLIAN,
2001].

VvINP-SR, un ortélogo una proteina transportina en Arabidopsis, ha sido identificado en un
QTL para PB, en el GL14. Este gen explica el 7,3% de la varianza fenotipica para este rasgo.
Codifica para una proteina que participa en el trafico de moléculas como proteinas y ARN, desde
y hacia el niucleo [NAKIELNY & DREYFUSS, 1999]. En los organismos eucariontes, la
replicacion del ADN y la biogénesis de ARN son procesos que ocurren en el nicleo de la célula,
pero estos procesos son dependientes de proteinas que son sintetizadas en el citoplasma, por lo
cual estas proteinas deben ser selectivamente transportadas al nacleo. El proceso de replicacién
del ADN se relaciona directamente con el proceso de division celular, este ultimo es importante
en primera etapa del desarrollo de la baya. En tanto, el transporte de ARNm para la sintesis de
proteinas es vital para todos los procesos que ocurren a nivel celular, tanto para la divisién
celular, como para la elongacién celular, entre otros. La transportina controla el flujo de
proteinas y ARNm desde y hacia el ntcleo, este control puede determinar procesos tan

importantes en el desarrollo de la baya, como division y elongacion celular.
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Los QTLs de mayor importancia detectados para PB y PS estan localizados en el GL18.
Ambos QTLs co-localizan con el gen VvAGLII, un ortologo del gen AGAMOUS tipo 11
(AGL11) descrito en Arabidopsis. Este gen explica el 29,9% de la variacién fenotipica del peso
de la baya, y el 74,8% del peso de la semilla. En Arabidopsis AGL11 ha sido descrito como un
gen de expresion especifica de carpelo, durante el desarrollo de la flor, y se expresa fuertemente
en las semillas durante el desarrollo temprano de la baya. Estudios realizados [BOSS et al, 2002]
sugieren que 4GLI/ podria influir en el desarrollo del évulo y que su alteracién podria generar
uvas con ausencia de semillas. Otro estudio [PINYOPICH e al, 2003] demostré que AGLI1 esta
fuertemente expresado en los funiculos desde las etapas iniciales de desarrollo del dvulo, en los
6vulos maduros y después de la fertilizacién. Dentro de esta misma linea, demostraron que
mutantes de agl// presentaban frutos y semillas que son mas redondas y més pequefias que en el
tipo silvestre, y que las células funiculares de la mutante se incrementan en ntimero y en tamafio,
lo cual sugiere que este gen es necesario para impedir el anormal crecimiento del funiculo, cuya
funcion es anéloga al cordén umbilical como estructura que conecta las semillas a la fruta

durante el desarrollo.

El hecho de que el gen VvAGLI1 explique el 74,8% de la varianza fenotipica lo ubica como
el candidato principal para explicar la presencia de semilla en la uva de mesa, y por ende, en el
responsable de la apirenia. Segun la teoria de Bouquet y Danglot (estudios que los llevaron a
postular que el fenotipo apirénico estaria controlado por tres genes recesivos heredados de
manera independiente controlados por un gen dominante regulador), este gen corresponderia al
locus controlador de este rasgo. Sin embargo, es importante no descartar al gen VvPMEI, que
explica hasta el 11,2% de la variacion fenotipica, lo cual es significativo y podria afiadir alguna
variacion al rasgo apirénico, aunque no serfa un gen determinante de apirenia en la uva de mesa
(al menos en la genética correspondiente al cruzamiento de prueba usado en este trabajo, Ruby x

Sultanina).

El alto porcentaje de explicacion de la varianza por parte del gen VvAGLI], sugiere que este
gen es el principal determinante del rasgo apirenia. Sin embargo, no es posible descartar la
presencia y accién de otros genes o QTLs menores en el control genético de la apirenia o del
desarrollo de la baya, que no han sido posibles de detectar debido a su bajo efecto, pero que

pueden explicar la variacion continua encontrada en la poblacién de segregantes.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se ha confirmado la localizacion de varios QTLs (en GL8, GL14 y GL18),
identificados en estudios preliminares (MEJIA, 2007), relacionados a los principales rasgos que
determinan la calidad de uva de mesa (ausencia de semilla y tamafio de baya), y se han detectado
dos nuevos QTLs, uno para peso de la baya y otro para peso de las semillas. Estos QTLs se
detectaron ampliando el numero de individuos y el nimero de marcadores respecto a las

temporadas pasadas, y se encuentran ubicados en el GL2.

Se mapearon genéticamente 17 GCs y fisicamente 32 GCs, de los cuales s6lo cuatro genes
candidatos co-localizan con QTLS. El hecho que el resto de los genes mapeados no co-localice
con QTLs no significa que no sean responsables de alguno de los caracteres estudiados, significa

que si llegan a participar de alguno de los procesos, el efecto que tienen es muy bajo, y por ello

no es cuantificable a través de esta metodologia.

Se identificaron cuatro genes candidatos, PvPMEI2, VvSPY, VvTNP-SR y WAGLI1, que co-
localizan con los QTLs detectados para PB y que explican 19,0%, 12,9%, 7,3% y 29,9% de la
varianza fenotipica, respectivamente, para este rasgo. Por su parte, los genes VvPMEL y
WAGLI1I co-localizan con los QTLs detectados para PS y explican 11,2% y 74,8 % de la
varianza fenotipica, respectivamente. El alto porcentaje de la varianza fenotipica para el peso de
la semilla que explica el gen VvAGLII (74,8 %), lo sitia como el principal gen involucrado en
el desarrollo de la semilla en la uva de mesa, y responsable del rasgo apirénico. Este hecho
concuerda con  la teoria de BOUQUET y DANGLOT, y sugiere que este gen podria ser el

propuesto por estos autores como un gen regulador principal de la apirenia.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se cumplen los objetivos determinados en este trabajo,
y se acepta la hipotesis planteada, debido a que se encontraron dos genes comunes (WAGLI11 y
VvPMEI2) que participan en la determinacion de los caracteres peso de la semilla y de la baya.
Asi mismo, los genes identificados pueden ser usados como herramientas de seleccién asistida

en programas de mejoramiento genético orientados a mejorar la calidad de la uva de mesa.
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ANEXOS

TABLA I: “Lista de Partidores para genes candidatos mapeados
genéticamente”.

TABLA II: “Genes candidatos para desarrollo de la baya y de semillas
seleccionados de Lista Preliminar”.

TABLA III: “Genes candidatos para desarrollo de la baya identificados
por FERNANDEZ et al”.

TABLA 1V: “Genes candidatos para desarrollo de la baya y de semillas
en GL2 y GL18”.
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Continuacion Tabla III.

Nombre D\wwn—”mr Funcion Probable Identificada Oﬂ?o: Posicion in Silico en Vv. Marcadores asociados
VvSAM CX016441 S-adenosilmetionina sintetasa (Litchi chinensis) chr5:2452283..2452622
.rm VvAP2-ERF CX017928 Proteina que contiene dominio AP2 y ERF (Medicago truncatula) chr7:3811470..3811879
& VvEQOLL1 CX016567 Proteina tipo sobreproductor de Etileno 1 (Medicago truncatula) chr7:966693..967837
m VVESP CX017033 Proteina de sefializacion de Etileno (Prunus persica) chr8:11730952..11731285
m VvACOl1 CX017177 1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa (Populus euramericana) chr12:6506016..6506360
‘m VvSamDC CX017008 Proenzima descarboxilasa SAM (Vitis vinifera) chr14:11826639..11827260
W VvSAMI CX016830 S-adenosil-Metionina (SAM) sintetasa 1 (Solanum tuberosum) chr14:436574..437267
VvEREBP4 BQ798503 Proteina EREBP-4 de union a ADN (Vitis aestivalis) chrl6:5542424..5542999
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Tabla IV. Genes candidatos para desarrollo de la baya y de semillas en GL2 y GL18. GCs procedentes de busqueda en GL2 y GL18, son
presentados en orden alfabético de acuerdo al nombre. Se informa su nombre completo, niimero de acceso en GenBank, Funcién identificada, GL en
Vitis vinifera L. determinado por mapeo fisico o mapeo genético, segun corresponda, la posicion determinada por el mapeo in silico (ch: cromosoma y

posicion de la base de inicio y término del gen) y el acceso en CNS (Base de datos del programa de secuenciacion del genoma de la vid).

Nombre Nombre Ortologo GenBank Funcién Qﬁfw: Posicion in Silico # Acceso CNS
VVAGLII | AGAMOUS tipo 11 | AACag0g | Factor transcripcional "MADS box” expresado en el car peloyen | g | chri8:18299365.18307245 | GSVIVI00021934001
Prostetia delaFamili AFBS5 (Proteina Auxina F-box 5); proteina ubiquitina ligasa;
VvFbox2 | 0% =Py alamiia | \p 568718 | similar a una proteina de la familia F-box (FBX14) [drabidopsis 10 chr10:4221297..4224607 | GSVIVT00028376001
00K thalianal].
Auxin-repressed Proteina de respuesta a auxina. Esta familia consiste en los
VVvPAR2 protein (proteina NP_191628 | productos proteicos de los genes respuesta a auxina de la familia 2 chr2:4916566..4917057 | GSVIVT00007286001
represora de auxina) ARG?7, ninguno de los cuales tiene un rol funcional identificado.
Plant invertase/pectin
methylesterase Posee un dominio que inhibe las pectinas metilesterasas (PMEs) y
inhibitor 1 (Inhibidor las invertasas a través de la formacion de un complejo no
VvPMEI 1 de pectina covalente 1:1. Este ha estado implicado en la regulacion del 2 chr2:4868107..4868721 GSVIVT00007281001
metilesterasa e desarrollo de la fruta, del metabolismo de carbohidratos y en la
invertasa 1 en extension de la pared celular.
plantas)
TiRibidor depefing Posee un dominio que E,Ecn las ﬁmoﬁ_zwm EnEowﬁEmmw Qmeu y
metilesterasa ¢ las invertasas a través de la »onBmo_o: de un comp ejo no
VvPMEI 2 . NP_564802 covalente 1:1. Este ha estado implicado en la regulacion del 2 chr2:4874658..4878668 GSVIVT00007282001
invertasa 2 en - fruta. del boli d bohid 1
F— desarrollo de la fruta, e metabolismo de carbohidratos y en la
P ) extension de la pared celular.
Tahibidor de pesting Posee un dominio que Ew:@o las cnozsmm metilesterasas QUmev y
metilester las invertasas a través de la formacién de un complejo no
VvPMEI 4 e g covalente 1:1. Este ha estado implicado en la regulacién del 2 chr2:4861356..4861731 | GSVIVT00007280001
invertasa 4 en ; ;
lanias desarrollo de la fruta, aw_ metabolismo de carbohidratos y en la
p ) extension de la pared celular.
BETA-VPE,
w/MWOOﬂMWH\MM Codifica para una enzima de procesamiento vacuolar que
VVVPE ENZYMEBETA | NP_176458 pertengcs 8 i mﬂ%w s s.m_mas» ans&wm queseiexpiesan 2 chr2:4910341..4913361 | GSVIVT00007285001
Biging de especificamente en la semillay es esencial para el apropiado
( ; procesamiento de proteinas.
procesamiento
vacuolar beta)
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