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1. Resumen

En la vid, la apirenia o ausencia de semilla palatable se verifica por el aborto
del embridén o durante el desarrollo temprano de la semilla, dejando trazas o
rudimentos casi indetectables. En el Centro Experimental La Platina del INIA
se cuenta con un programa de mejoramiento genético de uva de mesa que
usa como progenitores variedades comerciales apirénicas y que es asistido por
rescate de embriones antes del aborfo.  Dado que la vid no produce bayas
hasta cuatro o cinco afios después del cruzamiento, la identificacion de
marcadores moleculares ligados al cardcter apirénico seria de gran interés,
pues podrian excluirse segregantes semillados en etapas tempranas de su
desarrollo, reduciendo el costo de desarrollo de nuevas lineas. Para la
blisqueda de estos marcadores de apirenia se opto por un enfoque genémico
denominado BSA (Bulk Segregant Analisys), por €l cual se comparan grupos
de plantas que presentan o no un caracter, “neutralizando” las diferencias
individuales entre cada genotipo. Se selecciond la progenie F1 del
cruzamiento #33 (Ruby x Sultanina) previamente evaluada para las distintas
sub-caracteristicas de la apirenia. Se ensayaron 336 paitidores de RAPD, de
los cuales seis produjeron un fragmento fenotipo-especifico asociado al
fenotipo apireno y uno para los segregantes semillados. Estos marcadores de
RAPD resultan inadecuados como marcadores debido a que la reaccion es
muy dependiente de las condiciones de “amplificacion. El fragmento
denominado WF27-2000 fue clonado y secuenciado, y luego convertido en un
marcador de tipo SCAR (Sequence-Characterized Amplified Region). Este
SCAR, llamado ScabF27ext2, generé un amplicén especifico de 2,0 kb,
presente en todos los segregantes con fenotipo apireno. Por su parte, el
andlisis de 127 plantas del cruzamiento #33 con el marcador ScabF27ext2
mostré una segregacién de 3:1, coincidiendo con lo esperado para los padres
heterocigotos para el locus. El marcador ScabF27ext2 mostré un 83,7% de
correlacién con apirenia en un conjunto de variedades de mesa, lo que se
redujo a un 62,5% en cepas de vino. Al ser evaluado con los segregantes que
fructificaron del cruzamiento #33, se obtuvo una correlacion de 81%. Este
SCAR produce un amplicon mediante una reaccion de PCR sencilla y el
resultado es facilmente visualizable en geles de agarosa, lo que hace aplicable
en un programa masivo de seleccién asistida por marcadores. El analisis
detallado mostré ademas que el marcador WF27-2000 estd mas bien
relacionado con la ausencia de semillas que con la ausencia o presencia de
alguin tipo de rudimentos. Estos resultados refuerzan la idea que existe un gen
principal cuya expresién estaria relacionada con la ausencia de semillas, la
principal forma de expresion fenotipica asociada a apirenia. Ei uso del
marcador SCAR ScabF27ext2 en una etapa temprana del desarrollo de los
segregantes del cruzamiento #33 (plantulas in vifro) permitiria reducir hasta en
un tercio los costos de operacion, por la reduccion en el nimero de plantas
manejadas in vitro, en invernadero y en campo.




SUMMARY

In grapevines, seedlessness or stenospermocarpy is produced due to the
abortion of the embryo or during the early steps of seeds development, leaving
traces or rudiments almost non-detectable. At La Platina Experimental Centre
(Chilean Agriculture Research Institute), there is a breeding program for table
grape that uses apirenic commercial varieties as progenitors and that is based
on in vifro, pre-abortion embryo rescue. Since the grapevine does not produce
berries up to four or five years after the crossing, the identification of molecular
markers related to seedlessness would be of great interest, because they could
be used to exclude seeded segregants in early stages of their development,
reducing the cost of generation of new lines. For the search of these markers
we opted for a genomic approach named BSA (Bulk Segregant Analisys), by
which group of plants that present or not a trait are compared, in this way
"neutralizing” the individual differences and revealing the genetic difference(s)
that could be related to the expression of the trait. A F1 progeny, previously
evaluated, of the crossing #33 (Ruby x Suitanina) was selected for the different
stenospermocarpy sub-traits. Of 336 RAPD primers tested, six produced
seedless-specific fragments and one was related to the seeded phenotype.
RAPD DNA fragments are inappropriate as selection markers because this type
of PCR reaction is highly dependent on the conditions of amplification. The
fragment named Wf27-2000 was cloned and sequenced, and then converted
into a SCAR marker (Sequence-Characterized Amplified Region). This SCAR,
called ScabF27ext2, generated a specific amplicon of 2.0 kb, and present in ail
the seedless segregants. On the other hand, the analysis of 127 plants of the
crossing #33 with the ScabF27ext2 marker showed a 3:1 segregation, in
agreement with the genotype of their parents, both heterozygous for this focus.
The ScabF27ext? marker showed a correlation of 83,7% with seedlessness in a
set of table cultivars, and of 62,5% with a group of wine isolates. When the
marker was evaluated on the crossing #3 fruited segregants, a 81% correlation
was observed. This SCAR produces an amplicon in a simple PCR reaction,
their results being easily interpreted in agarose gels, which makes it usable in a
marker assisted selection scheme. The detailed analysis showed also that the
WI27-2000 marker is related to the absence of seeds, more than to absence or
presence of some kind of rudiment. These results reinforce the existence of a
major gene whose expression would be related to the absence of seeds, the
main seedlessness sub-trait. The use of the SCAR marker ScabF27ext2 in an
early stage of the development of the segregants of the crossing #33 (in
plantlets still maintained in vitro) would reduce up to one third the operational
costs of the breeding program, due to a reduction in the number of plants
handled in vitro, in greenhouse and in the field.




2. INTRODUCCION

2.1.- Informacién general

La vid es uno de los productos agricolas de exportacion mas imporiantes para
Chile, tanto en ingresos como en superficie cultivada. De las 125.000 Ha
plantadas, mas del 35% corresponden a uva de mesa que es destinada
principalmente a Estados Unidos y Europa, siendo Chile ademas el primer
exportador del hemisferio sur y disputando esta primacia mundial con ltalia.
Como en el resto del mundo, en Chile la mayorfa de las variedades de
exportacién son apirénicas, como Thompson Seedless {en Chile tambien
llamada Sultanina), que representa cerca de un 40% del total de los envios, y
Flame Seedless, entre varias ofras.  Asi mismo, nuevas variedades en el
mercado, como Crimson Seedless Yy Melissa, también presentan esta
caracteristica.

Se estima que el nimero de cultivares de vid existentes en el mundo es cercano
a 8.000 (Alleweld, 1988), una base de datos internacional mantenida en
Alemania contiene datos de pasaporte para 16.000 accesiones (Dettweiler y
Eibach, 1996), de los cuales probablemente un alto porcentaje son sinonimias.

Aun asi, es necesario el desarrollo de nuevas variedades que permitan: (i) evitar

la..dependencia.~de..cultivares protegidos; .. (if). disponer -de variedades..con .-

caracteristicas mas apropiadas a condiciones agroecolégicas, fitopatologicas y

climaticas locales y sistemas de cuitivo; (iii) desarrollar variedades resistentes al
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transporte satisfaciendo asi a la demanda del mercado; y (iv) tener variedades
con mayor amplitud en el perfodo de cosecha.

En uva de mesa, la caracteristica més importante en mercados del hemisferio
norte es la ausencia de semilla palatable (Ledbetter y Ramming, 1989).
Ademas de la impalatabilidad de la semilla, el otro caracter de gran interés por
su incidencia sobre e! costo de produccion, es la caracteristica de no requerir
acido giberélico exdgeno para inducir el crecimiento de bayas, la cual es propia
de variedades como Superior y Ruby Seedless.

En términos agronémicos, apirenia significa ausencia de semilla palatable, lo
que puede deberse a dos fenémenos distintos:

. En la partenocarpia la ausencia de semillas es total, se producen bayas
en ausencia de fertilizacién, no se genera un embrién pero se requiere
polinizacién para estimular el cuajo de frutos partenocarpicos (Ledbetter y
Ramming, 1989), los que se generan exclusivamente a partir de tejido
materno. Este es el caso de la variedad Corinto Nggra, la Gnica variedad de
vid que presenta este fenotipo. Este fendmeno, también conocido como
apomixis, se caracteriza ademds por la ausencia fotal de intercambio
genético.

. En cambio, en el caso de la estenoespermocarpia Ledbetter y
Ramming, (1989), a la cual. me referiré en el resto del.presente trabajo.como.
apirenia, si existe fecundacion, por lo tanto se heredan caracteristicas de

ambos padres; luego de la fecundacién se produce el embrion, pero éste es




abortado durante los estadios tempranos de su desarrollo, dejando trazas de
semillas o rudimentos casi indetectables. La variedad representativa de este
tipo es Sultanina, aunque existen muchas otras con diferente grado de
desarrollo de semilla o apirenia.

Para el desarrollo de nuevas variedades, los programas tradicionales se basan
en cruzamientos entre fenotipos semillados y no semillados. La proporcién de
fenotipos asemiliados obtenidos a partir de dichos cruzamientos es bajo (10-
30%: Loomis y Weinberger, 1979). Cuando se realizan cruzamientos entre
variedades asemiliadas, la tnica forma de obtener individuos viables es
mediante el rescate de embriones, pues de otra forma abertarian.  Seguido al
proceso de rescate de embriones, se realiza el cultive in vifro de los embriones
viables. La combinacién de estas técnicas permite recuperar una mayor
proporcion de individuos asemillados (50-80%; Bouquet y Danglot., 1986).

Sin embargo, el cultivo in vifro es un proceso laborioso, técnicamente dificil y de
costo elevado. Para determinar si el fenotipo de cada segregante obtenido de
un cruzamiento es semillado o asemillado, es necesario esperar que la planta
produzca frutos (4 a 5 afios después del cruzamiento, una vez superada su
etapa de juvenil). Por ello, la identificacién de marcadores moleculares ligados
al cardcter estenoespermocarpico (apirénico) serfa de gran interés por la
posibilidad de excluir los segregantes semillados en etapas tempranas de su
desarrollo, e incluso durante el periodo de cultivo in vitro (rescate de embriones

y desarrollo de plantulas). En esa etapa, podria usarse un pequefio trozo de




tejido para evaluar la presencia de un determinado marcador basado en PCR,
teniendo como resultado un incremento en la eficiencia dentro del proceso de

obtencién de nuevas lineas apirénicas.

2.2.- Herencia de la apirenia

A pesar del progreso hecho para obtener segreganies a partir de cruzamientos
de variedades apirénicas y de! trabajo realizado por los fitomejoradores en los
altimos 70 afios, la herencia de la apirenia es escasamente conocida. El estudio
de su herencia es particularmente dificil y poco claro por la dificultad de la
clasificacion de los fenotipos semillados o apirénicos, siendo la evaluacion
sensorial demasiado subjetiva. En este sentido, Striem et al. (1992)
propusieron separar la apirenia en distintos caracteres, basados en la dureza de
la envoltura de la semilla y el desarrolio del endospermo.  Metodos quimicos
también han sido propuestos, como el contenido total de polifenoles en las
bayas separadas de su piel (Merin et al., 1983) Cualquier hipétesis que
concierna la herencia de la apirenia debe tomar en cuenta el hecho que el
caracter semillado o asemillado esta sujeto a mutaciones. Existen reportes de
racimos con bayas semilladas en cultivares apirénicos (“quimeras”). Estos
antecedentes han dado sustento a las hipotesis que proponen la existencia de
factores genéticos cuantitativos donde dosis adicionales de genes aumentarian
o disminuirian el peso o tamaiio de las semillas. La herencia basada en genes

recesivos no puede explicar la presencia de fenotipos semillados en progenies




descendientes de variedades asemilladas, ni la ausencia de fenotipos
asemillados en progenies obtenidas mediante autopolinizaciones ©
cruzamientos entre variedades semilladas que no tengan ancestros asemillados.
La herencia basada en genes dominantes no explica el bajo porcentaje de
individuos asemillados obfenidos a partir de cruzamientos de variedades
asemilladas con semilladas, ni la ocurrencia de fenotipos asemillados en
progenies obtenidas por autopolinizacién de variedades semilladas teniendo
ancestros asemillados.

A partir de un analisis de la razén fenotipica semillado / asemillado en progenies

descendientes de cruzamientos de padres asemillados, se han propuesto varias
teorias sobre la herencia del caracter estenoespermocarpico. Para ser mas
precisos, trece hipotesis han sido propuestas desde 1939, en relacidn a este
problema genético (citadas en Bouquet y Danglot, 19986). Sin embargo, ninguna
de las hipotesis propuestas con anterioridad a la de Bouquet y Danglot de 1996
se ajusta a los datos experimentales de forma satisfactoria.  El modelo més
aceptado actualmente es precisamente el de Bouquet y Danglot (1996), quienes
desarrollaron un modelo segun el cual la expresion de la apirenia depende de
una serie de fres genes recesivos confrolados por un gen regulador dominante.
Este modelo es capaz de explicar por qué el cruzamiento de dos variedades
semilladas puede producir segregantes apirénicos (Loomis y Weinberger, 1979),” -
asi como la aparicién de plantas semilladas a partir de variedades apirénicas

(Krimbas, 1933). En este modelo (ver figura 1), el alelo sdl+ (seed development




Inhibitor) produciria un represor que es activado en presencia de giberelinas (co-
represor), el que bloguearia la trascripcidn de los genes recesivos al, a2 y a3,
que actuarian sobre la regién reguladora de los genes estructurales. Se
postula que el &cido giberélico (GA) tiene un rol importante en la herencia de la
apirenia debido a que aplicaciones exogenas de GA antes y después de
desarrollo del embrién inducen el aborto del embrion en vides semilladas
(Agliero et al., 2000). Se ha visto también que inhibidores de la frascripcion
como la estreptomicina producen el mismo efecto en vides semilladas. Por otro
lado, tratamientos con inhibidores de la sintesis de GA en vides apirénicas
conducen a la formacién de semillas palatables (Agiero et al., 2000). Cuando
1.2 o 3 regiones reguladoras de los genes estructurales son homocigotos, hay
una expresién parcial o total del caracter asemillado. Como es sabido, las
semillas son una importante fuente endégena de giberelina, por lo que la
expresion del gen para el caracter apirénico disminuira la concentracién del co-
represor.  El represor se inactivaria, llegandose a producir semilla.  Este
sistema regulado llevaria a la aparicién de trazas de semillas con una dureza y
tamafio inversamente proporcional al nimero de alelos homocigotos, al ser
estas formas alélicas de las regiones reguladoras de los genes estructurales los
receptores del represor activado.  Si la concentracién del co-represor es
- » . - --disminuida por.tratamientos con-inhibidores de la sintesis de- giberelina- s&  swemisae

produce un desarrollo de semillas duras y notables en los individuos con




genotipo asemillado Alal a2a2 a3a3 (sdi+/sdi-) o AlalA2a2a3a3 (sdl+/sdi-),
como fue observado por Ledbetter y Shonnard, 1990.

A1A2A3 corresponden a formas alélicas de las regiones reguladoras de los
genes estructurales que son insensibles al represor incluso en presencia del
represor (genotipos sdl+/sdl+ o sdi+/sdi-) y de co-represores (giberelinas). En
otras palabras; no habra expresion del caracter apirénico si los tres genes son
homocigotos AA o heterocigotos Aa.  El alelo sdi- produce un represor
modificado estructuralmente que no podria ser activado por giberelinas
endégenas. Las regiones reguladoras de los genes esfructurales ala2a3 no
podrian ser reprimidas y se produciria una expresion constitutiva del caracter
apirénico cuando el gen regulador es homocigoto (sdi-fsdi-).

Esta hipbtesis es altamente especulativa, aunque aparentemente las giberelinas
juegan un rol importante en la apirenia, posiblemente en asociacién con ofros
factores de crecimiento como algunas auxinas (Kender y Remaily, 1970).

Si bien este modelo de herencia propuesto es capaz de explicar las
distribuciones fenotipicas observadas del caracter asemillado en progenies de
distintos cruzamientos entre variedades asemilladas y cruzamientos entre
variedades semilladas con asemilladas, es necesario contar con un método de
evaluacion del caracter asemillado mas preciso, que permita disectar el caracter

en sus subcaracteres.. rrree
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2.3.- Antecedentes del Programa de Mejora Genética de La Platina

Durante los titimos 10 afios en el Centro Experimental La Platina del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias, INIA, se leva a cabo un programa de
mejoramiento genético para uva de mesa, el que se basa en el cruzamiento de
variedades comerciales apirénicas -asistido -por-rescate de embriones. Este
programa recurre a mas de 20 progenitores en distintas combinaciones,
obteniéndose  anualmente entre 1000 a 2000 plantas a partir de bayas
polinizadas artificialmente (Barticevic et al,, 1998). Dicho programa tiene como
objetivos seleccionar los cultivares con caracteristicas como apirenia, época de
maduracién temprana, crocancia, etc.  Anteriormente se identificaron las
familias de referencia o cruzamientos que sirven de base para desarrollar un
mapa de ligamiento genético de la especie y para identificar aquellas familias
que manifiesten contrastes, tanto a nivel de los progenitores como en la
poblacién segregante, para caracteristicas de interés. El cruzamiento #33 de
Ruby Seedless x Sultanina, ambas variedades apirénicas, que generd una
progenie F1 con mas de 300 segregantes a la fecha, ha sido elegido para el
mapeo debido a que para estos experimentos se requiere el mayor nitmero
posible de segregantes y por la segregacion bastante equilibrada de los distintos

sub-componentes caracteristicos de la apirenia.
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2.4.- Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares, definidos como segmentos del genoma o
secuencias especificas de ADN que le son propios a un individuo o grupo de
individuos, se han usado en genética de plantas para diferentes propésitos:
estimacion de las relaciones genéticas entre individuos de un determinado
germoplasma, determinacion de parentesco, fingerprinting de variedades,
preparacién de mapas de ligamiento, mapeo de caracteres simples o complejos
e identificacién de marcadores para ser usados en seleccidn asistida por
marcadores (Waugh y Powell, 1992; Rafalski, 1994: Ferreira y Grattapaglia,
1996).

La introduccién de diversos métodos de andlisis genético en plantas ha
aumentado la capacidad de desarrollar marcadores moleculares asociados a
caracteres de interés (Beckmann y Soller, 1990). En esta area, el
descubrimiento de secuencias de microsatélite en el DNA (Jeffreys et al., 1985),
marcé un hito muy importante. Posteriormente, con el advenimiento de la PCR,
se desarrollaron nuevos métodos analiticos, tales como RAPD (Welsh y
McClelland, 1990; Williams et al., 1990), AFLP (Vos et al, 1995) y Microsatélites
(Thomas et al., 1993).

Desde hace algunos afios se trabaja en INIA en el desarrollo y optimizacion de
protocolos de identificacion de diversos genotipos (Narvaez, 1998) basandose
en la alta variabilidad alélica identificada con los métodos mencionados mas

arriba (RAPD, AFLP y microsatélites). Posteriormente, se ha comenzado un
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trabajo destinado a preparar un mapa de ligamiento genético de Vifis vinifera
hasado en estos mismos marcadores dominantes (RAPD y AFLP) posicionados
en un mapa de consenso preparado en base a marcadores codominantes
(Microsatélites).

Por ofra parte, la construccién de este mapa genético sera la base para la
identificacion de marcadores estrechamente figados a caracteres de interés,
como la apirenia.  Estos marcadores permitiran apoyar procesos de seleccién
temprana de segregantes que presenten este caracter, reduciendo el costo

general del programa de mejoramiento genético.

2 5. Antecedentes de Marcadores Moleculares para Apirenia

Striem et al. (1996) identificaron 12 marcadores moleculares de tipo RAPD que
tenfan alguna correlacién con varios sub-caracteres de la apirenia.  Sin
embargo, la utilidad de dichos marcadores necesita ain ser investigada, asi
como la distancia entre los marcadores y las distintas subcaracteristicas de la
apirenia. Ese estudio también sugirié que la apirenia se debe a la expresidn
regulada de varios genes, lo que coincide con la hipétesis propuesta por
Bouquet y Danglot (1996). De acuerdo a esta hipétesis, la apirenia es
cuantitativa, es decir se expresa fenotipicamente en todos los grados de
variacién entre un extremo indefinido y ofro por lo que ademas seria

poligenética, y se esperaria que cada par de alelos ejerciese un efecto aditivo.
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Mas recientemente, un grupo de INRA-Montpellier ha identificado un marcador
SCAR codominante, derivado de RAPD (Lahogue et al., 1998). Para ello, se
us6 la progenie Mtp3140 proveniente del cruzamiento entre las lineas
MTP2223-27 (Dattier de Beyrouth x Pirovano 75) y Mtp2121-30 (Alphonse La
Valiée x Sultanina). La poblacién resuitante, que segreg6 para apirenia (genes
aportados supuestamente por Sultanina), fue estudiada mediante RAPD usando
grupos contrastantes (aproximacion denominada BSA, Michelmore et al., 1991),
encontrandose un fragmento fenotipo-especifico para los individuos apirénicos.
Esta banda fue clonada y secuenciada, a partir de la cual se desarrolld un
marcador de tipo SCAR (Sequence-Characterized Amplified Region; Paran et
al., 1993) denominado SCC8 y ubicado a 0,7 cM del hipotético gen sdl. SCC8
genera mediante una reaccién de PCR un fragmento Unico tanto en los
individuos semillados como en los apirénicos. Para revelar el polimoriismo, es
necesario utilizar una técnica llamada CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence; Glazebrook et al., 1988), en la que al producto de la PCR es
sometido a una digestién con la enzima de restriccion Bglll.,  En los individuos
sdl+, esta enzima reconoce un sitio de restriccion ausente en los sdi-, lo que se
asocié a segregantes apirénicos. Esta restriccion, que genera de 1 a 3 bandas,
permite también distinguir entre individuos homacigotos y heterocigotos para
. we -ene €81 loCUS, lo que-genera-un. marcader codominante- que muestra un 75% de

correlacion con apirenia al ser evaluado en la progenie Mip3140.

- M s

#
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Posteriormente, Adam-Blondon et al. (2001) desarroliaron el marcador SCAR
SCP18, también en la progenie Mip3140, a partir de un marcador de RAPD
ligado al mencionado locus sdl, asociado al fenotipo apirénico. En un ensayo
preliminar, se evaluaron la utiidad de este nuevo marcador ademas del
mencionado SCC8, como herramientas de seleccion asistida, estudiando su
comportamiento sobre segregantes de varié:s cruzamientos. Cuando el
marcador SCC8 fue ensayado con la progenie MipDMV2 (Danuta x Madina), en
el 18% de los segregantes no se generd la banda esperada. Por su parte, el
nuevo marcador SCP18 resulté informativo sélo en la poblacién de segregantes
Mip3140.

Considerando que uno de los progenitores usados en el programa de
mejoramiento genético de INIA La Platina es Sultanina, se evalud la capacidad
predictiva de SCC8 en el cruzamiento de Ruby x Sultanina (cruzamiento # 33).
Los resultados indicaron que solo un 42% de los segregantes presentaron la
banda de amplificacion del tamafio e§perado {ca. 1 kb), haciéndose imposible el
posterior analisis de tipo CAPS. Estos resultados sugirieron que el marcador
SCC8 no es de utiidad en el cruzamiento # 33, lo cual ha sido también
verificado por otros grupos de mejoramiento (J.M. Martinez-Zapater, CNB,

Madrid-Espafia y del Instituto Agrario de San Michele, ltalia; ambos no

--.publicades). -~Por-esta razén, se considero necesario. el desarrollo.de nuevos —ww=s .~ -

marcadores ligados a apirenia que tengan una aplicabilidad mas amplia en el
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contexto de un programa de mejoramiento que usa diferentes progenitores
apirénicos, como sucede en La Platina.

Considerando estos antecedentes, esta fesis se orienta a la blsqueda de
marcadares moleculares de tipo RAPD asociados al caracter apirenia en uva de
mesa y el desarrollo posterior de un marcador molecular de tipo “SCAR” que
tenga aplicabilidad en un esquema de mejoramiento genético asistido por este
tipo de marcadores. Este trabajo constituye parte dei proyecto FONDECYT
1990204, ademas de un proyecto de la Comunidad Europea (INCO-DEV ICA4-

CT-2001-10065), a ejecutarse durante los proximos dos afios.

3.- HIPOTESIS

El modelo para la expresién genética regulada de la apirenia en vides
propuesta por Bouquet y Danglot (1996), se basa en tres genes recesivos
heredados independientemente cuya expresion esta controlada por un gen
regulador dominante. Si bien es sdlo una hipétesis més para explicar la
herencia de la apirenia, es la que mejor explica las proporciones fenotipicas que
se observan en campo al realizarse cruzamientos entre distintas variedades
semilladas o apirénicas. La apirenia es un caréacter cuantitativo y poligenético
pero cuya expresion estaria gobernada por un gen mayor (sdl}, por lo que
resulta factible estudiar esta herencia siguiendo las leyes mendelianas,
haciéndose ademas posible la blsqueda de marcadores moleculares que

segreguen junto al mencionado locus sdl. Sinose tratase de una caracteristica
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gobemada por un gen principal, es decir, que estuviese gobernada por muchos
genes con pequefios efectos aditivos, estos no podrian ser identificables
mendelianamente, y habria que recurrir a técnicas estadisticas y a estudios de
QTL (Quantitative Trait Loci) (Doliguez et al.,2000).

La hipétesis para abordar este trabajo es que si la apirenia es un caracter
poligenético determinado por un gen mayor y varios ofros determinantes
genéticos con efectos menores, entonces es posible asociar un marcador que
esté estrechamente relacionado al gen mayor del tipo sdl. Esto reforzaria la
teoria sobre la herencia de la apirenia regulada principalmente por un gen

mayor.

4.- OBJETIVOS

4.1.- Obijetivo general

Identificar marcadores moleculares que estén estrechamente relacionados con
apirenia en uva de mesa, para seleccion asistida por marcadores de

segregantes en un programa de mejoramiento genético.

4.2.- Objetivos especificos

1. Identificar marcadores moleculares de tipo RAPD o AFLP que se puedan
correlacionar con segregantes que muestren el fenotipo-caracter apirénico.

Para este propésito, se empleard una estrategia de tipo BSA (Bulk Segregant
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Analysis, Michelmore et al., 1991) en la que se compararan los patrones de dos
grupos de plantas segregantes que presentan caracteres contrastantes (con o
sin semilla), seleccionados fenotipicamente dentro de una familia de referencia,
en este caso la progenie # 33 proveniente del cruzamiento de Ruby Seedless x
Sultanina. Con esta aproximacion, se neutralizan las diferencias individuales,
resaltando las posibles bandas asociadas a apirenia.

2 Desarrollar un marcador del tipo SCAR a partir de fragmentos polimérficos
entre segregantes apirénicos y semillados. Cuando existan bandas polimériicas
candidatas, se clonara el fragmento y a partir de su secuencia nucleotidica se
disefiaran partidores de PCR; éstos seran evaluados en los mismos
segregantes que sirvieron para su desarrollo, para determinar si atn reflejan la
diferencia asociada al caracter fenotipo-especifico.

3. Ensayar los marcadores de tipo SCAR en todos los segregantes del
cruzamiento #33 y en distintos fondos genéticos. Se estudiara la aplicabilidad
del marcador en diferentes cruzamientos (con diferentes progenitores)
evaluando la correlacion entre la presencia de cada marcador y la expresion del
fenotipo de interés.

4. Estandarizacién de la reaccion de PCR para cada uno de las SCAR
desarrolladas. Se debe optimizar las condiciones de uso del marcador aplicado

en diferentes cruzamientos.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Materiales

5.1.1.- Reactivos

De Merck (KGaA, Darmstadt, Alemania), se obtuvo cloroformo, alcohol
isoamilico, cloruro de sodio, etanol absoluto, 2-mercaptoetanal, acido bérico,
acetato de amonio, cloruro de potasio, y glicerol todes p.a., glucosa monohidrato
D(+), azul de bromofenol y xilencianol.

De Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA), ribonucleasa, CTAB,
fenol cloroformo:aleohol isoamilico, bromuro de etidio, X-Gal, cloruro de
magnesio, dATP, dGTP, dTTP, dCTP, ioduro de sodio, aceite mineral y diéxido
de silicio.

De GIBCO Life Technologies (Carisbad, California, USA), CONCERT Rapid Gel
Extraction System, Concert Rapid Plasmid Miniprep System, IPTG,
carbenicilina, agar, peptona 140, extracto de levadura y la cepa E. coli DH5a.

De Winkler LTDA, fris base, EDTA sal disédica 2-hidrato, fenol:.cloroformo
basico y agarosa.

De Wako Pure Chemical Industries, LTD. (Tokio; Japon), PVP, oligonucledtidos
de 12 mer kits A, B, E, F, G y H y marcador de peso molecular M2 (A Hind 1ll-
EcoR ).

De Promega Corporation (Madisson, WI, USA), pGEM-T Easy Vector System y

Taq polimerasa.
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De Amresco (Ohio, USA), Tris-HCL.
De Fluka Biochemika (Alemania), D(+) Sacarosa.
De Stratagene (La Jolla, CA, USA), Opti-Prime; PCR Optimization Kit.

De Hoefer Pharmacia Biotech Inc el reactivo fluorogénico H-33258

5.1.2 - Material vegetal

Los segregantes con los que se trabajé son provenientes del cruzamiento entre
Ruby Seedless (madre) y Thompson Seedless (padre) y su reciproco. Dentro
del Programa de Mejoramiento Genético del INIA, estos cruzamientos tienen los
nimeros de registro 33 y 16, respectivamente.  Estos segregantes analizados
corresponden a plantas Gnicas, mantenidas en terrenes del INIA La Platina
(figura 2). Por tratarse de una especie lefiosa las muestras corresponden a
hojas de plantas en activo desarrollo obtenidas después de la dormancia
invernal (es decir, entre septiembre y diciembre} las hojas son conservadas a —

80°C hasta la extraccion del ADN genémico.

5.2.- Métodos

5.2.1.- Extraccion y preparacién de ADN para andlisis de RAPD

5.2.1.1.- Extraccién de ADN
Se ha adaptado una metodologia de extraccién de ADN basada en lo descrito

por Lodhi et al. (1994). Se pesaron 0,1 g de tejido fresco o conservado en
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Figura 2. Fotografia de cultivares mantenidos en campos del C.R.l La
Platina-INIA. En el marco izquierdo, Ruby Seedless, en el derecho, Thompson

Seedless.




20

ultrafreezer {(-80°C) que se molié en mortero en presencia de Ny, se agreg6 0,7
mL de solucién amortiguadora de extraccion (Tris-HCl 100 mM pH 8,0; EDTA 20
mM: NaCl 1,4 M; CTAB 2%][piv]); 2-mercaptoetanol a 0,2%, 10 mg de PVP por
cada 0,7 mL de solucién amortiguadora de extraccién y se homogenizé; el
extracto se transfirio a tubos de 2 mL.

Se incub6 a 60° C por 25 min y se dejo enfiar hasta temperatura ambiente. Se
adicioné 0,7 mL de cloroformo-alcohol isoamilico y se mezcld suavemente por
inversién, se centrifugd a 8.000 rpm por 15 min y se transfirié el sobrenadante
(450 pL) a otro fubo, se adiciond medio volumen de NaC! 5M y 2 volimenes de
etanol absoluto a— 20 °C y se mezclé por inversidn. Se dejd en reposo por 30
min para precipitar el DNA y se centrifugd a 3.000 rpm por 3 min, vy luego a
6.000 rpom por 3 min. Se descarté el sobrenadante y el ADN precipitado se lavé
con etanol 75% y luego se centrifugé en las mismas condiciones. Finalmente,
después de secar por 15 a 30 min, se resuspendié en 100 pL de TE, incluyendo
RNasa A (0,01 mg/mi) y se incub6 por 15 min a 37°C. El ADN asi preparado se

guardé a —20°C por periodos prolongados.

52.1.2~ Cuantificacién del ADN extraido
La concentracion del ADN fue medida usando un fluorimetro Hoefer DyNa

Quant 200 (Hoefer Pharmacia Biotech Inc.) y el reactivo H-33258 como tincidn
especifica del DNA (forman un complejo que emite fluorescencia a 480 nm) de

acuerdo a instrucciones del fabricante.  El rendimiento promedio obtenido fue
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de 150 pg/pl. Rutinariamente se reviso el estado de pureza e integridad de!
DNA, mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% en TBE 1X (Tris-

Borato 45 mM, 1 mM de EDTA).

5.2.1.3.- Dilucién del ADN para las reaccicnes de RAPD
Las reacciones de RAPD requieren poco ADN templado por lo que se probaron

distintas diluciones de ADN. De esta manera, se determiné que usando 2 ng
de ADN por reaccién eran suficientes para producir reacciones de PCR con
bandas consistentes de 200 a 2000 pares de bases, por lo que alicuotas del

ADN stock fueron diluidas hasta tener una concentracién de 1 ng/pL

522 - ldentificacién de fragmentos polimérficos mediante RAPD-BSA

5.22.1- Eleccion de los individuos para el B.S.A.
En las progenies de los cruzamientos # 16 y # 33 sblo 23 y 53 plantas han

fructificado, respectivamente.  Para la formacién de los bloques (o Bulks)
contrastantes se seleccionaron los individuos fenotipicamente mas
contrastantes para la apirenia del cruzamiento # 33. Como no se alcanzé a
formar 2 grupos de 10 individuos cada uno (uno apirénico y ofro semillado), se
utilizaron individuos del cruzamiento # 16. Para la eleccién de los individuos, se
utilizé la informacién de la evaluacién de las semillas en distintas temporadas
(1998, 19989, 2000, 2001 y 2002). Esta evaluacién foma en cuenta la presencia

de semillas o tipo de rﬁdimentos (pequefio, mediano o grande), peso total de
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las bayas y el peso total de semillas o rudimentos. Esta informacién se detalla

en las tablas 1y 2, el tipo de rudimentos o semillas que presentan los

segregantes se puede apreciar en la Figura 3.
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Figura 3. Fotografia de los rudimentos y semillas que se encuentran

habitualmente en los segregantes de los cruzamientos entre Ruby
Seedless y Sultanina. Los 2 primeros, de izquierda a derecha, corresponden
a rudimentos pequefios (Rp), los 3 siguientes corresponden a rudimentos
medianos (Rm), los 2 siguientes corresponden a rudimentos grandes (Rg) y los
2 (ltimos corresponden a semillas normales. Cada semilla proviene de un
segregante diferente.
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Tabla 1. Evaluacién fenotipica de segregantes del cruzamiento #16 que han

fructificado
c
S ©
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2 2 g g 3 aq .~
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z g 2 3 - & [ b %
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- < == B (=} —_ 5 e
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g G e 8 3 g 25 8
3 = 8 o 3
g% 8 P ) 8
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9 Rg,Rm y Rp 2000/01 0.0 1.8 1,2 ND
68 Rg,RmyRp 2001/02 0.0 1.3 0.3 ras
85 Rg. Rmy Rp 2001402 0,0 1.4 0,6 o8
7 Rm y Rp 2000/01 0,0 1.2 0,1 ND
20 Rm y Rp 2000101 0.0 1,8 0.1 ND
23 Rm vy Rp 2000/01 0.0 21 0,2 ND
25 Rp 200001 0,0 0,7 0,1 ND
25 Rp 2001702 0,0 0,5 0,0 oS
33 Rip 2001702 0,0 0.8 0,1 oS
37 Rp 200%/02 0,0 0,7 0,0 1os
43 Rp 2001/02 0,0 1.8 0.1 108
48 Rp 2000/01 ) 0.0 1,4 0,0 ND
Rp 2901/02 0,0 0,8 0,0 ros
103 Rp 2001/02 00 17 0,0 ros
1 Semilla 1998/99 1.8 36 23 bca
2 Semilila 1988199 2,2 4.8 4,0 bea
3 Semilla 1598/29 23 4,9 4,1 bea
4 Semilla 1988/59 2.0 3,6 1.9 bea
5 Semilla 1998/99 22 3.6 4.2 bea
15 Semilla 2000/01 2,0 2.9 26 ND
27 Semilla 2000/01 14 3,8 1,9 ND
58 Semifla 2000/01 1,6 2.8 17 ND
62 Semilla 2001/02 0.3 1.4 0.4 ND
115 Semilla 2001/02 1.8 23 1,9 bea

Los segregantes se ordenaron en la tabla de acuerdo al tipo de rudimentos o semillas que

presentan (Rp, Rm, Rg o “semillas’, segin se indica en la Fig. 2). Se indica ademés la

tgmporada de evaluacién, el nimero de semillas por baya, el peso promedio por baya, el peso

de los rudimentos o semillas, considerando el promedio de 20 bayas, y el color de las bayas

(ND:-sin informacion; Tos: Tosada;;bca: blanca)~ ~ -~ Tt

A o
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Tabla 2. Evaluacién fenotipica de segregantes del cruzamiento #33 que han

fructificado.
[~
¥ g : £ :
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1 Rg, Rmy Rp 1908/99 0,0 1,7 0,6 ros
2 Rg, Rmy Rp 2000/01 0,0 0.6 0.5 ND
] Rg, Rmy Rp 1898/99 0,0 1,8 0,6 beca
25 Rg, Rmy Rp 1998/99 0,0 1.6 0,3 108
25 Rg, Rmy Rp 2000/01 0,0 1,9 0,3 ND
29 Rg, Rmy Rp 1698199 0,0 1,8 0,9 ros
29 Rg, Rmy Rp 2001/02 0,0 2,6 0,9 oS
31 Rg, Rmy Rp 1998/99 0.0 2,3 0,3 Tos
37 Rg, Rmy Rp 1998/99 0,0 1.5 0.6 108
4 Rg, Rmy Rp 1998/98 0,0 2,4 0,6 ros
50 Ry, Rmy Rp 19898/98 0,0 1,7 1.1 bca
56 Rg, Rmy Rp 1998/99 0,0 3.4 0,2 ros
&1 Rg, Rmy Rp 2001/02 0,0 1.4 0,1 bca
83 Rg, Rmy Rp 1998/99 0,0 3,6 1,5 hca
67 Rg, Rmy Rp 1098/09 0,0 2,2 2.2 108
19 Rmy Rp 1998/98 0,0 2,5 0,4 bea
28 Rmy Rp 2000/01 0,0 0.8 0,1 ND
40 Rmy Rp 1908/99 0,0 1,5 0.1 ros
45 RmyRp 1998/99 0,0 1,7 0,7 oS
51 Rmy Rp 1998/99 0.0 1.8 0,7 bca
100 Rmy Rp 2001/02 0,0 1,2 0,1 108
106 Rmy Rp 2001/02 0,0 0,9 0,2 bca
34 Rp 1996/59 0.0 1,3 0,0 ros
53 Rp 1598/99 0,0 34 0,1 ros
55 Rp 2001/02 0,0 2,2 0,1 oS
69 Rp 1898/99 0,0 1,1 0,1 [Jok]
73 Rp ~ 1998/99 0,0 23 0.3 108
80 Rp 2000/01 0,0 2.3 0,4 ND
81 Rp 2001/02 0,0 1,8 0,0 ros
157 Rp 2001/02 0,0 0,5 0,0 bea
160 Rp 2001/02 0,0 1,0 0,0 bea
180 Rp 2001/02 0,0 1,4 0,1 bea
3 Semilla 1988/99 1.0 1,8 1.4 bea
27 Samilia 1998/98 21 2,8 3,5 bca
35 Semilla 1999/00 1,7 4,8 2,8 beca
43 Semilla 16938/29 1,5 4.4 3,1 beca
44 Semilia 1598/88 1,6 2,8 3.1 ros
47 Semilla 2000/01 1,2 2,1 1,9 ND




Continuacién Tabla 2.
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45 Semilla 1998/99 2,3 3.4 3.0 bea
52 Semilla 2000/01 24 4,0 3.8 ND
54 Semilla 2000/01 1.3 2,8 1,5 ND
57 Semilla 1998/99 1.8 3.5 3.2 os
59 Semilla 2000/01 1.8 1.4 2,5 ND
64 Semilla 1998/99 1,1 35 1.8 ros
£8 Semilla 1698/99 1.5 3,0 3.2 bca
70 Semilla 1998/99 2,1 3.4 29 ros
71 Semilla 1998/88 . 1.2 4.0 1.8 0%
76 Semilia 1996/99 1.6 31 1o 1,5
77 Semilla 1998/8% 2,0 6.6 03 5,9
78 Semilla 1998/99 0.1 1.3 ros 341
g2 Semilla 2000/01 1,3 2,1 ND 3,2
125 Semilla 2001/02 1.8 2,3 beca 2,5
136 Semilla 2001/02 1.3 1.7 bca 2.3
144 Semilla 2001/02 1,9 2,5 ND 2,2
191 Semilla 2001/02 1.2 1.6 bea 1.7
322 Semilla 2001/02 2.4 2,0 ND 2.7

Los segregantes se ordenaron en la tabla de acuerdo al tipo de rudimentos o semillas que
presentan (Rp, Rm, Rg o “semillas’, segun se indica en la Fig. 3). Se indica ademas la
temporada de evaluacion, el nimero de semillas por baya, el peso promedio por baya, el peso
de los rudimentos o semillas, considerando el promedio de 20 bayas, y el color de las bayas

(ND: sin informacién; ros: rosada; bea: blanca)
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5.2.2.2- Formacion de los grupos para el andiisis tipo BSA en fenotipos

contrastantes -

Considerando la evaluacion fenotipica para apirenia descrita previamente en las
tablas 1y 2, se agruparon los segregantes de los cruzamientos # 16 y # 33 en
cuatro grupos, juntando individuos semillados o parcialmente semillados, vs.

individuos apirénicos:

Grupo_a-1: Bayas apirénicas, sélo presentan rudimentos seminales pequefos
con peso total de semillas (de 20 bayas) inferiora 0,1 g.

Grupo a-2: Bayas apirénicas, con rudimentos seminales medianos pero con
peso fotal de rudimentos (de 20 bayas) inferiora 1 g.

Grupo b-1: Bayas semilladas, peso total de semillas y rudimentos seminales
(de 20 bayas) mayora 3 g.

Grupo_b-2: Bayas semilladas, peso total de semillas y rudimentos seminales
(de 20 bayas) entre 1,5y 3 g.

Para identificar marcadores de tipo RAPD asociados a apirenia mediante BSA,
se prepar6 y juntd ADN de 10 individuos seleccionados fenotipicamente los
grupos mas contrastantes: a-1 y b-1. Con esta aproximacion, se espera
neutralizar las diferencias individuales resaltando las posibles bandas asociadas
a apirenia. A su vez, se “armaron” dos grupos para cada fenotipo, compuesto de
cinco individuos cada uno, para hacer en total cuatro grupos o bulks (Bk. Ap 1.1

y Bk. Ap1.2, apirénicos; Bk. Sm 2.1 y Bk. Sm 2.2, semillados), usando
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cantidades iguales de ADN de cada genotipo, esta metodologia se describe en

la figura 4.

5223~ Analisis mediante RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
En este procedimiento se usaron partidores de disefio aleatorio, de 12 mer, que

no contienen secuencias palindrémicas y con un contenido de G+C de 50 a
80%. Cada PCR es iniciado por la adicién de un solo partidor, por lo que el
mismo partidor se une a las hebras opuestas en el ADN blanco. Los patrones
de RAPD son complejos, compuestos usualmente de varias bandas de entre
100 y 3000 pb. Mediante este procedimiento usualmente se espera identificar
una gran cantidad de /ocien poco tiempo.

Las reacciones de RAPD fueron llevadas a cabo en un volumen final de 15 yL
conteniendo 0,5 unidades de Tag ADN polimerasa, 1x solucion amorfiguadora
de PCR ( 200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM KCl), 2 mM MgCl,, 0.2 mM de
cada dNTP, y 0,4 uM de partidor Wako y 2 ng de ADN templado. A la mezcla
de reaccion se le afiadié una gota de aceite mineral. La reaccién de PCR fue
levada a cabo en temmociclador PTC-100 de MJ Research, Inc.
(Watertown,MA,USA) programado de la siguiente manera: una preamplificacion
de 3 ciclos con 1 min a 95°C, 1 min a 37°C y 1min 20 seg a 72°C, y la
amplificacion de 37 ciclos con 35 seg a 94°C, 40 seg a 40°C y 1min 20 seg a

70°C, finalmente una extensién a 72°C por 7 min.
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metodologia BSA (Bulk Segregant Analysis) o Analisis de

Segregantes en Bloque. Iguales cantidades de ADN de 5 individuos fenotipicamente apirénicos

(con un minimo grado de desarrollo de rudimentos) y semillados (con semillas de desarrollo

franco) fueron colectados y mezclados para formar los grupos Bk Ap 1.1 0 1.2 (apirénicos) y Bk

Sm 2.1 0 2.2 (semillados). Con estos grupos se realizaron reacciones de PCR con partidores de

RAPD de 12 mer.
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52.2.4.- Visualizacién de reacciones de RAPD
Los productos de amplificacion fueron sometidos a electroforesis en geles de

agarosa al 1,5 % preparada en TBE 1X, se afadié bromuro de etidio a una
concentracion final de 250 pg/mL. Se corrieron los geles por 2 horas a 100 V.
Para el registro fotografico se usé un sistema de captura de imagen digital

Kodak EDAS 1200.

5225~ Busqueda de fragmentos de amplificacion candidatos y aperiura de
grupos.
Cuando se encontraron bandas polimérficas fenotipo-especificas para los

grupos de individuos semillados o apirénicos, se procedid a verificar si el
marcador candidato estaba presente en todos los individuos que forman los

grupos donde fue detectado el polimorfismo.

52.3.- Purificacion y clonamiento de fragmentos candidatos

52.3.1.- Purficacién de bandas polimérficas de interés.
El fragmento de RAPD de interés fue purificado con el kit CONCERT Rapid Gel

Extraction System desde un gel de agarosa usando el producto de amplificacion

de un solo individuo.
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5.23.2.- Ligacién de fragmentos polimérficos en vector de clonamiento para

productos de PCR
El fragmento purificado fue ligado en el vector pGEM-T Easy Vector System. Se

siguieron las instrucciones del fabricante, con leves modificaciones; se utilizaron
0,5 uL de pGEM-T Easy, 7,5 uL de inserto purificade y 1 uL de solucion
amortiguadora de ligacién 10x distribuido por separado (Promega). La mezcla

de ligacién fue incubada a 15°C por 16 horas y guardada a -20°C hasta su uso.

5.2.3.3- Preparacién de células E.Coli DH5a electrocompetentes.
Se prepararon células de Escherichia coli cepa DH5a basandose en un

protocolo descrito por Inoue et al. (1990), las que fueron almacenadas a — 80°C

hasta su uso.

52.3.4- Transformacion mediante electroporacion de células DH5a
glectrocompetentes
Las células electrocompetentes fueron fransformadas usando el electroporador

GENE PULSER Bio-Rad Laboratories Inc (CA, USA), para lo cual se mezclaron
40 uL de células electrocompetentes con 2 uk. de mezcla de ligacion, se incub6
en hielo por 5 min y se electropord a 2.500 V, 200 Ohmios, y 125 pF; las células
fueron resuspendidas en 960 uL de medio SOC y se incubaron por una hora a
37°C con agitacién constante. Se plaquearon 100 pl de! cultivo de células
transformadas en placas LB/Cb/IPTG/X-gal a 50 pg/mL Cb, 0,5 mM IPTG y 50

mg/mL X-gal. Las placas fueron incubadas toda la noche a 37°C.
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52.3.5- Seleccién de clones recombinantes
La clonacién exitosa de un inserto en el vector pGEM-T Easy interrumpe la

secuencia codificante para la B-galactosidasa, por lo que los clones
recombinantes son identificados mediante una seleccién por color. Sirr
embargo, no todas las colonias blancas poseen vectores recombinantes, por lo
que se hace necesaria una segunda seleccion de clones positivos mediante un
procedimiento de seleccién por tamafio de piasmido.

Las colonias blancas obtenidas (14) fueron repicadas en placas LB/Cb/IPTG/X-
gal y crecidas a 37°C por toda la noche, adicionalmente se repicd un par de
colonias azules como control.  Se repicaron las colonias y se las resuspendio
en solucién amortiguadora de carga (0,1% azul de bromofenol, 6% sacarosa),
se adicioné 14 pL de una mezcla fenol: cloroformo 1:1, se agit6 con vértex entre
5y 10 s. para lisar las células. Las muestras fueron subsecuentemente
centrifugadas a 12.000 g. por 3 min para separar la fase acuosa.de la organica.
Quince pL de la fase acuosa fueron cargados directamente en geles de agarosa
al 1,2 % junto con la muestra de colonia azul como referencia y corridos por 1

horaa 100 V.

5.2.3.6.- Mantencion de clones recombinantes

Los clones que dieron positivo a la segunda seleccion fueron crecidos en 4 mL
de LB con Cb a 50 pg/mL por toda la noche; de ellos, se tomaron 1700 pL y se

mezclaron con 300 pL de giicerol 87%, para luego mantener a — 80°C.
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592.4.- Secuenciacién y disefic de los partidores para marcador SCAR

5.2.4.1.- Minipreparacion plasmidial y purificacion.
La minipreparacion plasmidial se realizd por lisis alcalina de acuerdo a

Sambrook et al. (1989) con algunas modificaciones. Luego de la purificacion
con fenok:cloroformo, el sobrenadante fue transferido a otro tubo, se adicioné 0,1
volumen de acetato de amonioc 10 M, se mezclé por inversion 2 veces, y se
afadié 2 volimenes de etanol absoluto a — 20°C para precipitar el ADN
centrifugando a 14.000 g. por 10 min.  El pellet fue lavado con etanol al 70 %,; vy
posteriormente secado. Una vez seco se resuspendio el pellet en 50 pL de
solucion amortiguadora TE con RNasa A (0,01 mg/ml).

La concentracion del ADN plasmidial fue medida tal como se describié en el

paso5.2.1.2

5.2.4.2.- Digestion de plasmidos recombinantes y secuenciacion

Para verificar si el fragmento clonado correspondfa efectivamente al fragmento
polimérfico fenotipo-especifico, se realizé la digestion del vector recombinante
con la enzima EcoRl de acuerdo a instrucciones del fabricante. El producto
de la digestion fue comparado con la reaccion de RAPD que generé el
fragmento polimérfico cargando tante la digestion como la reaccion de RAPD.
Una vez comparados el tamafio del frag%ento clonade con el fragmento

polimérfico fenotipo-especifico, se realizé una nueva preparacion plasmidial con
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el kit Concert Rapid Plasmid Miniprep System de acuerdo a instrucciones del
fabricante y se escogieron cinco clones para secuenciar.

Se secuenciaron los clones recombinantes en el Servicio de Secuenciacion de
la Unidad de Biotecnologia del C.R.1. Carillanca-INIA usando los partidores M13
universales directo y reverso (sitios presentes en el vector de clonamiento) y un
secuenciador automético ABI-310, acoplado al programa de analisis de

secuencias ABI Prism 1.0.3.

5.2.4.3- Disefio de partidores de SCAR para fragmentos polimoérficos
Los partidores para ser usados como SCAR fueron disefiados usando el

programa OMIGA Version 2.0 (Oxford Molecular Ltd. USA), usando fragmentos
cercanos a la secuencia propia del partidor de RAPD, ya que el polimorfismo
pudiese estar limitado a regiones cercanas a la zona de apareamiento de este
partidor. Ademas, se consideré que los partidores no tuviesen regiones
palindrémicas y que el contenido de G+C fuera en lo posible superior al 50%
para amplificar especificamente ADN eucarionte y no de organismos

procariontes.

52.4.4.- Estandarizacion de reaccién de PCR con partidores especificos.

La reaccién de PCR con los partidores fue estandarizada usando como ADN
templado plasmidos recombinantes que contenian el fragmento polimérfico.
Se realizé una reaccion de PCR con gradiente para determinar la temperatura

de alineamiento dptima con el termociclador Mastercycler gradient 5331 de
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Eppendorf (Hamburg, Germany). Para ello se realizd una denaturacion inicial
de 2 min a 94°C, seguida de 35 ciclos de 1 min a 95°C, 90 seg a 54 10°C (es
decir, la gradiente fue , entre 44°C y 64°C) y 1 min a 72°C.

Para estandarizar la reaccion con el ADN gendémico de los segregantes,
primeramente se extrajo el ADN desde hojas congeladas a —80°C mediante
protocolo descrito anteriormente, y para evitar inhibiciones de la reaccién de
PCR por derivados de flavonoides presentes en las hojas de vides se re-purificd
el ADN mediante el protocolo descrito por Boyle y Lew (1995) y se probaron los
partidores en los 20 individuos que forman los bloques del analisis tipo BSA para
ver si se mantenia la amplificacion del fragmento fenotipo-especifico.
Finalmente se optimizé la reaccion de PCR con el kit Opti-Prime™ PCR
Optimization Kit de acuerdo a instrucciones del fabricante. Las condiciones
determinadas como Optimas fueron usadas para la evaluacion de [os
partidores SCAR con toda la poblacion de segregantes del cruzamiento #33, asi
como con diferentes variedades de vides de mesa {apirénicas y semilladas) y de
vino (semilladas) que se encuentran en el jardin de variedades del CRI La

Platina.

5.2.3.- Analisis estadistico

Luego de probar el marcador SCAR ligado a apirenia (experimento en triplicado) en
toda la poblacién #33, la presencia del marcador fue registrada con un 1y la ausencia

con un 0. Dado que el fragmento polimérfico fenotipo-especifico se encuentra en
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ambos padres y dada su segregacion en la progenie se puede inferir que ambos
padres son heteracigotos para este Jocus por lo que lo esperado en la segregacion
debiera ser 3:1, con predominio de fenotipos apirenicos.

Los datos obtenidos fueron sometidos a la prueba de +2. Esta prueba informa con qué
frecuencia las observaciones se desvian del patrdn de segregacion esperado. La
férmula para calcular el valor de x? es la siguiente:

Y (0-E)?

E
donde, “O" corresponde al niimero observado en cada clase y “E" al nimero esperado

seguin la hipétesis nula que establecerfa que la ausencia de ligamiento conduciria a
una razoén 3:1, que fija la frecuencia de recombinacion en un 75%. Para el anélisis se
consideré un valor de p de 0.05, esto significa que si la hiptesis nula es correcta, una
desviacion al menos tan grande como la observada, se produciria en algo mas del 5%
de las veces. Asi mismo, cualquier valor de p menor del 5% lleva a rechazar la
hipétesis y por lo tanto, podran ser incluidos en el analisis de mapeo. Con este valor de
p y para la razén 3:1, el valor maximo aceptable para v* esde 3,84. Los resultados
pueden ser incluidos en un mapa de ligamiento hecho en base a los segregantes del
cruzamiento #33 para saber si tiene alguna relacidn con otros marcadores ya
posicionados fisicamente en otros mapas de Vifis vinifera.

Para evaluar la posible correlacién entre la presencia del marcador SCAR disefiado y
la presencia de semillas se utilizo el coeficiente de correlacién de Pearson, que se

utiliza cuando se quiere medir la solidez de la asociacion entre pares de variables sin
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importar cual de las variables es dependiente o independiente, o si se quiere
determinar si la relacién entre variables es lineal. Este coeficiente fue calculado
mediante el programa SigmaStat version 2.03.de SPSS Inc., cuando se encontrd
alguna correlacién, se realizé la prueba de t student con el valor de correlacion

obtenido para evaluar si el valor obtenido es estadisticamente significativo.

6.- RESULTADOS

6.1.- Constitucién de los grupos de fenotipo opuesto.

Para desarrollar la biisqueda de marcadores ligados al gen o genes que determinan el
caracter apirénico,-se optd por un enfoque de tipo BSA (Michelmore et al., 1991),
metodologia que permite identiﬁcarﬁ marcadores moleculares ligados genéticamente a
caraciteres de interés. Para ello, se seleccionaron plantas de! cruzamiento de Ruby
Seedless x Sultanina (correspondientes a los cruzamientos #33 y #16) que presentaran
semillas de desarrollo franco {peso total de semillas de 20 bayas > 3 gr) o tuvieran un
minimo grado de desarrollo de rudimentos (fdem < 0,1 gr), identificadas de acuerdo a
la caracterizacion morfolégica de los segregantes. Los segregantes que componen

estos grupos estan descritos en la Tabla 3.




Tabla 3. Segregantes de los cruzamientos # 16 y # 33, que

componen los grupos para el anélisis mediante RAPD-BSA.

Bk Ap.1.1 | Bk Sm. 2.1 | Bk Ap. 1.2 | Bk Sm. 2.2
33.34 33.27 33.69 33.68
33.53 33.43 33.73 33.77
33.69 33.44 33.80 16.2
33.73 33.52 16.25 16.3
33.80 33.57 16.48 16.5

En las columnas aparecen el nimero de identificacion de los
segregantes. Bk Ap (Bulks Apirénicos) son aquellos con un minimo
grado de desarrolio de rudimentos, y los Bk Sm (Bulks Semillados),
aquellos con un franco desarollo de semilias.

38
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6.2.- Resultados RAPD-BSA

6.2.1- Analisis de segregantes en blogue (BSA)

Se ensayaron 336 partidores de RAPD, de los cuales sdlo 12 no generaron
ningtin producto de amplificacion. De los restantes 324, 14 partidores (WA41,
WE23, WES2, WFO1, WF11, WF21, WF27, WF65, WF72, WF81, WG07, WG11,
WH44 y WH82) mostraron un producte de amplificacion que diferencid los
fenotipos apirénicos de los grupos de fenotipos semillados.

Estos 14 partidores fueron probados en cada uno de los 20 individuos que
integraban los cuatro grupos de fenotipos semillados y apirenicos, lo que se
denomina “apertura de grupos”. Siete de los partidores fueron descartados
como futuros marcadores de apirenia, al ver que el fragmento polimérfico
detectado en el o en los grupos se debia a amplicones presentes sélo en uno o
unos pocos individuos de cada grupo.  Seis partidores produjeron un
fragmento fenotipo-especifico asociado a apirenia: WA41, WEZ23, WFO01, WF27,
WGO07 y WG11, en cambio WF81 produjo un fragmento fenotipo-especifico
asociado a los individuos semillados, mayores detalles sobre estos fragmentos
polimérficos pueden verse en la tabla 4. De éstos se consideré como mejor
candidato a convertirse en SCAR aquellos marcadores presentes en ambos

padres, dado que ambos padres (Ruby Seedless y Sultanina) son apirénicos.
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Para disefiar el primer marcador de tipo SCAR se decidié ufilizar el fragmento
de RAPD de 2,0 kb denominado WF27-2000 (generado con el partidor WF27)
ya que al realizar la apertura de grupos no se detectaren excepciones en los
individuos de los grupos apirénicos ni en los semillados, por otro lado, es el
dnico fragmento que no fiene en su cercanfa otros fragmentos de RAPD que
pudiesen dificultar su purificacién desde geles de agarosa (Figura 5), ademas
que se podria hacer un mejor analisis de homologia con secuencias publicadas
en diversas bases de datos.

El fragmento fue aislado desde el segregante 33.73 y clonado en el vector
pGEM-T Easy. De las 14 colonias blancas analizadas para el inserto se

obtuvieron 11 vectores recombinantes.
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TABLA 4. Fragmentos polimérficos identificados mediante RAPD-BSA

considerados candidatos a convertirse en marcadores de tipo SCAR

Nombre Tamaiio del Presencia
del Especificidad fragmento en Estado de anailisis
partidor | (apirénico/semillado) polimorfico progenitores
WA41 apirénico 234 pb aprox. si candidato a clonar
1500y 975 pb
WE23 * apirénico aprox. So6lo Ruby candidato a clonar
WF01* apirénico 1200 pb aprox. si candidato a clonar
clonado, secuenciado y
WEF27 apirénico 2000 pb aprox. si SCAR desarrollado
WF81 ** semillado 1200 ph aprox. ND candidato a clonar
WGO7 apirénico 1150 pb aprox. si candidato a clonar
WG11 apirénico 976 pb. si clonado y secuenciado

* Presencia de fragmento polimérfico en algunos individuos semillados o ausencia del fragmento

polimérfico en algunos individuos apirénicos
= Presencia del fragmento polimérfico en algunos individuos apirénicos
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Figura 5. Patrén de RAPD generado por el partidor WF27 usando como templado el

ADN de los segregantes que forman los grupos para el analsisis de tipo BSAy el ADN
de ambos progenitores del cruzamiento # 33. Con una flecha negra el fragmento
correspondiente a las 2 kb del estandar Marker 2, con una flecha azul el fragmento polimoérfico
presente en ambos progenitores, en los grupos apirénicos (Bk. Ap 1.1 y 1.2), en todos los
individuos apirénicos, y ausente en todos los individuos semillados (Bk. Sm2.1y 2.2).
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6.3.- Obtencion del marcador SCAR

6.3.1.- _Conversion del marcador de RAPD WF27-2000 en marcador SCAR

Para obtener un marcador de tipo SCAR a partil; del patrén polimérfico de RAPD
(que resulta inadecuado como marcador de seleccion por ser muy dependiente
de las condiciones de amplificacion), se secuencio el fragmento WF27-2000 en
sus dos extremos (ver anexo l), y se disefiaron los partidores ScabF27ext2 y
ScabF27int1, derivados de la secuencia extrema e interna respectivamente de
dicho fragmento. Los partidores disefiados fueron los siguientes:

. ScabF27ext2F, que contiene las 12 bases de! partidor de RAPD WF27

mas 8 bases rio abajo (5 CAGGTGGGAGTAGTGGAATG 3) y el

correspondiente partidor reverso ScabF27ext2R que también contiene las doce
bases del partidor RAPD WF27 mas 8 bases rio abajo (5

CAGGTGGGAGTAAGATTTGT 3)).

. el partidor directo de 26 bases SCAbF27int1F
(5 TGGGTGAGAAAAGGCTGAAGS), ubicado a 33 bases del extremo 5’ del
fragmento polimarfico y el partidor SCAbF27int1R (5
GGGTTTGCTACATGAGGTGA 3), también de 20 bases, ubicado a 67 bases
del extremo 3’ del fragmento polimérfico, mayores detalles sobre estos
parﬁdore; puec;en verse en eluar-lextoAImL S -

|a temperatura 6ptima de alineamiento, definida por ensayo de PCR, para el par

de partidores ScabF27ext2 fue de 62°C y para el par ScabF27int fue de 57°C.




También se determiné que 1,5 mM de i6n magnesio era 6ptimo para ambas
reacciones.

Tanto a temperaturas mas altas como méas bajas que le indicado se obtuvo
menor cantidad de producto amplificado; a menor concentracién de ion
magnesio (1,0 mM) no se obtuvo producto, y a mayor concentracion se observé
inespecificidad de la reaccién.  Se probaron los partidores sobre el ADN
genémico del individuo 33.73 para estandarizar la concentracidn optima de ADN
templado. Los ensayos para determinar el perfil 6ptimo de reaccion fueron
hechos con el kit Opti-Primer de Stratagene. Se determiné que la reaccion
6ptima de PCR era aquella llevada a cabo en un volumen final de 50 pL,
conteniendo 0,5 unidades de ADN polimerasa Tag, 1x solucién amortiguadora
de PCR (200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM KCI), 1,5 mM MgClz, 0,3 mM de
cada dNTP, 0,5 pM de cada partidor y 50 ng de ADN templado. Se probaron
otras concentraciones de ADN templado (2, 10, 20, 50 y 100 ng) para una
reaccién con un volumen final de 50 uL. Pese a que en las reacciones de
RAPD se usan 2 ng de DNA, se determiné que un minimo de 50 ng de ADN
eran necesarios para asegurar la reproducibilidad de la reaccién. Con 2y 10 ng
no se obtuvo producto.

Las mejores condiciones térmicas para las reacciones de PCR con los

-~ partidores-ScabF27ext2--y-ScabF27int son las que se describen a continuacion: -: - s =

2 min a 95°C, 35 ciclos de 30 seg a 95°C, 1 min. 30 seg. a 62°C para
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ScabF27ext2 o 1 min. 30 seg. a 57°C para ScabF27int1, 1 min a 72°C ¥
finalmente una extension final de 7 min. a 72°C.

Cuando los partidores fueron probados con los individuos que forman los
grupos, se constaté que el polimorfismo fenotipo-especifico de los apirénicos se
mantenia con el SCAR ScabF27ext2, en cambio con el SCAR ScabF27int se
perdid la especificidad asociada al fenotipo apirénico, encontrandose un
producto de amplificacién comun a todos los individuos, aunque de menor
intensidad en los segregantes semillados (Figura 6).  Por esta razén, los
ensayos posteriores se realizaron sélo con el SCAR ScabF27ext2. Con el
SCAR ScabF27ext2 se generé un amplificado especifico de aproximadamente

2000 pares de bases en todos los segregantes de fenotipo apirénico.

6.4.- Evaluacién del marcador SCAR

6.4.1.- Evaluacion del SCAR Scabf27ext2 con la poblacién de segregantes del

cruzamiento #33

La evaluacién del SCAR ScabF27ext2 con la poblacién de segregantes del
cruzamiento #33 dio un patrén de segregacion que se resume en la tabla 5. La
presencia de un amplificado de 2000 pb se denoté con un 1y la ausencia con

un Q.
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Figura 6. Fragmentos amplificados a partir de ADN genémico de los individuos que
forman los grupos de BSA con los partidores ScabF27ext2 directo y reverso (A) y
ScabF27int1 directo y reverso (B). En A, carril 1, marcador de peso molecular Marker 2,
carriles 33.34 al 33.80, Bk. Ap1.1; 33.27 al 33.57, Bk. Sm 2.1; 3369 al 16.8, Bk. Ap1.2; y
del 33.68 al 16.5, Bk. Sm.2.2. En B, cariles 33.34 al 33.80, Bk. Ap1.1; 33.27 al 33.57, Bk.
Sm 2.1: 33.69 al 16.8, Bk. Ap1.2; y del 33.68 al 16.5, Bk. Sm.2.2 y en el ultimo carril
marcador de peso molcular Marker 2. Con una flecha roja el fragmento de 2.02 kb del Marker
2,
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El andlisis de las 127 plantas que componen la poblacion de mapeo con el
marcador ScabF27ext2, revelé presencia del fragmento especifico en 88
individuos, estando ausente en los restantes 39 segregantes. Aplicando el test
de 2 para una segregacién 3:1, se obtuvo un valor de 2,95, lo que nos permite
decir que este Jocus es heterocigoto en ambos padres. La Figura 7 ilustra la
correlacion entre la presencia de semillas normales y la presencia del marcador
SCAR de 2 kb generado por los partidores ScabF27ext.  El analisis de
correlacién fue hecho con los segregantes que fructificaron del cruzamiento
#33, y se tomd en cuenta el ndmero de semillas por baya (Figura 8), el niumero
de rudimentos pequefios, rudimentos medianos y rudimentos grandes (graficos
no mostrados, datos de segregantes en anexo Ill). Se puede apreciar una
buena asociacién entre la ausencia de semillas y la presencia del marcador,
salvo escasas excepciones. No se encontré correlacion alguna entre la
presencia o ausencia del marcador y la presencia o ausencia de algun tipo de
rudimentos (datos no mostrados). El valor del coeficiente de correlacion de
Pearson {R?) encontrado fue de -0,657. El signo negativo significa que mientras
una variable se hace positiva, la otra tiende a ser negativa, en este caso,

significa que cuando hay presencia del marcador, hay ausencia de semillas.

El porcentaje de correlacion r fue de 0.81. Para ver si este valor es
estadisticamente significativo se realizé el test de t student con n-2 grados de

libertad y con un a de 0,01. El valor calculado de a fue de 16,02, superior al




Tabla 5. Resultado de la evaluacion del SCAR ScabF27ext2 usando

como templado el ADN de todos los segregantes del cruzamiento #33.

Segregante RU su 331 33.2 33.3 33.4 33.7 338
Ev. ScabF27 ext2 1 1 1 1 0 1 1 1
Segregante 3346 | 3349 | 3320 | 33.21 | 3325 | 33.26 | 33.27 | 33.28
Ev. ScabF27 ext2 1 1 1 1 0 0 0 0
Segregante 33.29 | 33.30 | 33.31 | 33.32 | 3333 | 33.34 | 33.35 | 33.36
Ev. ScabF27 ext2 1 1 1 1 1 1 0 1
Segregante 33.37 | 33.40 | 33.41 | 3343 | 3344 | 3345 | 3346 | 3347
Ev. ScabF27 ext2 0 1 1 0 0 1 3 1
Segregante 3348 | 33.49 | 3350 | 33.51 | 3352 | 3353 | 3354 | 33.55
Ev. ScabF27 ext2 1 0 1 1 0 1 1 0
Segregante 33.56 | 33.57 | 3359 | 3361 | 3362 | 33,63 | 33.64 | 33.66
Ev. ScabF27 ext2 9 0 1 1 1 1 0 1
Segregante 3367 | 3368 | 3369 | 3370 | 3371 | 33.73 | 33.74 | 33.76
Ev. ScabF27 ext2 1 0 1 0 0 1 1 1
Segregante 33.77 | 3378 | 33.79 | 33.80 | 33.81 | 33,82 | 33.84 | 33.85
Ev. ScabF27 ext2 0 1 0 1 1 0 1 1
Segregante 33.86 | 33.92 | 33.93 | 3394 | 3395 | 3396 | 33.98 | 33.99
Ev. ScabF27 ext2 0 1 1 1 1 0 0 0
Segregante 33.101 | 33.102 | 33.103 | 33.106 | 33.107 | 33.108 | 33.109 | 33.111
Ev. ScabF27 ext2 1 1 1 1 1 0 9 1
Segregante 33412 | 33414 | 33415 | 33.117 | 33118 | 33.122 | 33125 | 331427
Ev. ScabF27 ext2 1 0 1 1 0 1 0 1
Segregante 33.128 | 33.129 | 33.130 | 33.131 | 33.132 | 33.133 | 33.134 | 33.135
Ev. ScabF27 ext2 1 1 1 1 1 0 1 1
Segregante 33136 | 33.137 | 33.138 | 33.139 | 33.140 | 33.141 | 33.142 | 33.143
Ev. ScabF27 ext2 0 1 0 1 0 1 1 1
Segregante 33.144 | 33.145 | 33.146 | 33.150 | 33.151 | 33.152 | 33.153 | 33.154
Ev. ScabF27 ext2 0 1 0 1 1 1 1 0
Segregante 33.157 | 33.159 | 33.160 | 33.161 | 33.162 | 33.163 | 33.164 | 33.167
Ev. ScabF27 ext2 1 1 1 0 1 1 1 1
Segregante 33.168 | 33.169 | 33.170 | 33.172 | 33.173 | 33.174 | 33175 | 33.177
Ev. ScabF27 ext2 1 1 1 1 1 0 1 1
Segregante 33.181 | 33.183 | 33.184
Ev. ScabF27 ext2 0 1 0

Con un 1 se indican los individuos que presentaron el fragmento caracteristico de 2 kb, y
con 0 aquellos que no lo presentaron.  El numero 9 indica que no se tienen datos
(segregantes 33.56 y 33.109). Ademas se incluyeron los padres en el ensayo (Ru: Ruby
Seedless y Su: Sultanina)
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Figura 7. Grafico que ilustra la correlacion entre la presencia del marcador SCAR
ScabF27ext2, y la presencia de semillas en los segregantes que han fructificado del
cruzamiento #33. Las barras rojas ilustran el nimero de semillas por baya (entre 0y 2,4), las
barras amarillas ilustran la presencia o ausencia del marcador de 2 kb. generado por los
partidores ScabF27ext2 (con un 0 la ausencia del marcador, con 1 la presencia). En general
los individuos que presentan el marcador SCAR, no presentan semillas, se observan
excepciones como con los individuos 25 y 28 (ausencia de barras) que no generan el
fragmento caracteristico y que sin embargo no tienen semillas, y excepciones como la de los
individuos 47 y 54 (presencia de ambas barras) en los que se genera el fragmento

caracteristico y son individuos que presentan un desarrollo normal de semillas.

Evaluacion SCAR (00 1)
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valor critico de 2,411, por lo que se concluye que el porcentaje de correlacion es
estadisticamente significativo. Veinte de los 28 individuos apirénicos generaron
el fragmento especifico de 2kb, es decir un 85, 7%, mientras que 16 de los 20
individuos semillados no generaron el fragmento especifico para el fenotipo
apirénico, es decir un 80%. De manera general se puede decir que el marcador
SCAR generado tiene un 85,7% de asociacién positiva con los individuos
apirénicos, y una asociacién negativa del 80% con los individuos semillados.

Este resultado convierte a este marcador en una buena opcidn para ser usado
masivamente en el proceso de seleccion de segreganies, pero antes es
menester probar su efectividad en otros fondos genéticos, ya sea directamente

en cultivares que son usados como progenitores, o en los propios segregantes

de diferentes cruzamientos.

6.4.2- Evaluacién del SCAR Scabf27ext? con distintos cultivares de mesa

{semilladas o apirénicas) y cepas viniferas

Las tablas 6 y 7 muestran el resultado de la evaluacion de la coleccién de
cultivares de INIA La Platina, que incluye tanto cultivares de uva de mesa como
cepas de vino, con el marcador SCAR ScabF27ext2. Se -encontré que con las
variedades de mesa el partidor tuvo una correlacion del 83,7%. Con las cepas
viniferas, si se toman en cuenta todas las cepas indicadas, se obtliene una
correlacion del 62,5%. Sin embargo, en este grupo se incluyen algunas cepas

que sufren de millerandaje o corrimiento, fenémeno en el cual algunas bayas de
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un racimo son apirénicas mientras que otras no, afectando proporcionalmente el
tamafio de ellas. Por ello, si dejamos fuera del andlisis cepas como Moscatel
Rosada, Moscatel Negra y Carmenére (en las cuales se ha descrito el

millerandaje), el porcentaje de correlacién asciende a 71,4%.




Tabla 6. Correlacion entre presencia del

marcador SCAR

(ScabF27ext2) y caracter apirénico de 27 cultivares de uva de mesa.

Accesién n® Cultivar semillada | apirenica |scabfZ7ex2 Eval.
1 Centennial * 1 ok
2 Red Seedless * 1 ok
4 Thompson Seedless * 1 ok
5 Blush * 1 ok
7 Ruby Seedless * 1 ok
9 Down * 1 ok
10 Kaifi * 0 no
14 Beauty * 1 ok
16 Superior * 0 no
29 Blg Red * 1 ok
47 Flame Seedless * 0 no
48 Black Seediess * 1 ok
49 Crimson * 1 ok
24 Perlette * 1 ok
30 Perlsn * 1 ok
6 Emperor * 0 ok
8 San Francisco * 1 no
11 Pizutello * 0 ok
12 Exética * 0 ok
13 Calmeria * 0 ok
15 Patagonia * 0 ok
25 Queen * 0 ok
27 Plina * 0 ok
32 Htalia Pirovano * 0 ok

44 Red Globe * 0 ok
45 Ribler * 0 ok

Se evalué el marcador SCAR en 15 variedades de uva de mesa apirénicas y en 11

variedades de uva de mesa semilladas, con un 1 se anoté la presencia del marcador y

con un 0 su ausencia.
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Tabla 7. Correlacién entre presencia del

(ScabF27ext2) y caracter apirénico de 24 cultivares de uva de mesa.

marcador SCAR

Accesién n° Cepa semillada | apirenica |scabf27ex2 Eval.
3 Cabernet Sauvignon *. 1 no
18 Sauvignon Gris * 0 ok
19 Maravilfa de Malaga * 0 ok
21 Verdot * 1 no
22 Gewurztraminer * 1 no
23 Sauvignon Blanc * 0 ok
26 Ruby Cabernat * 0 ok
28 Flora * 1 na
31 Atrora * 0 ok
33 Silvaner * 0 ok
34 Portugais Bleu * 0 ok
35 Pinot Noir * 0 ok
36 Sauvignonasse * 0 ok
37 Zinfandsl * 0 ok
38 Semilién * 0 ok
39 White Riesling * 0 ok
40 Chardonnay * 0 ok
a1 Petit Syrah * 1 no
42 Cabernet Franc * 1 no
45 Ribier * 0 ok
45 Concord * ¢ ok
X Carmenere * 1 no
x Moscats! Negra * 1 no
X Moscatel Rosada * 1 no

Se evalud el marcador SCAR en 24 cepas de vino todas semilladas, con un 1 se anoté la
presencia del marcador y con un 0 su ausencia.
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7.- DISCUSION

El interés central de este trabajo se enmarca en la caracterizaciéon genética del
fenomeno de la apirenia o estenoespermocarpia, de tal manera que se puedan
identificar marcadores moleculares ligados estrechamente a este fendmeno
cuantitativo 'y que sean de utilidad-dentro de un programa de mejoramiento
genético de uva de mesa.

Para realizar este trabajo fue adoptada la hipétesis presentada por Bouquet y
Danglot (1996) que propone la existencia de un gen dominante sd/, el que regularia
la expresidn de otros “genes menores” de apirenia. Para este estudio se usé una
progenie F1 obtenida del cruzamiento entre dos variedades asemilladas (Ruby x
Sultanina, cruzamiento 33 y su reciproco 16), cuya variabilidad- fenotipica permitié
identificar segregantes con y sin semillas, o con diversos grados de desarrollo de
rudimentos. La poblacién completa tiene mas de 300 plantas en campo, aunque
de ellas sélo unas 50 han fructificado.  Mediante la metodologia del BSA
(Michelmore et al., 1991), usando grupos derivados de las poblaciones # 16 y # 33,
se identificaron siete fragmentos de RAPD ligados al fenotipo apirénice o semillado,
seis de ellos presentes solamente en los individuos asemillados. Para lograr este
resultado se evaluaron mas de 300 partidores con cada uno de los grupos del
analisis de BSA. Esto significa un rendimiento de un polimorfismo Gtil por cada 43
marcadores de RAPD ensayados, lo que es similar a otros estudios de esta

naturaleza, destinados a la blsqueda de Joci 0 genes dominantes, como los de
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resistencia a enfermedades en plantas (Michelmore et al.,, 1991; Poulsen et al,,
1995).

Un problema de un marcador de tipo RAPD es que las reacciones de RAPD
tienden a ser mas sensibles a cambios en las condiciones dé la reaccion que otros
marcadores del tipo STMS (Sequenced Tagged Microsatellite Site, Davierwala et
al., 2000). Esto incluye el uso de diferentes reactivos (Taqg polimerasa) y equipos
(termocicladores que difieren en sus perfiles técnicos efectives), haciendo las
reacciones de PCR poco reproducibles entre distintos laboratorios. Ademas, los
productos de amplificaciéon son de dificil analisis e interpretacion, lo que no lo hace
un buen método para ser aplicado en un programa de seleccién asistida por
marcadores genéticos. Para mejorar la eficiencia de estos marcadores y
simplificar el andlisis de PCR, se desarrollaron dos marcadores de tipo SCAR, el
ScabF27ext2 y el ScabF27int1, obtenidos a partir de la secuencia de los extremos
del marcador de RAPD WF27-2000.

La amplificacién con los partidores SCAR ScabF27ext2 produjo una Unica banda,
especifica para los individuos apirénicos de la progenie estudiada, mientras que la
amplificacion con los partidores ScabF27int1 produjo una banda del tamario
esperado, pero que se encontraba en todos los individuos de la progenie, Esto
sugeriria que el polimorfismo generado mediante PCR con el partidor de RAPD
WE27 se debe a una diferencia-en al menos uno de los sitios de unién del partidor
de RAPD en el genoma, y no a la presencia de un fragmento gendémico

completamente diferente entre ambos tipos de segregantes (semillados y
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apirénicos), que podria deberse a un fendémeno de delecién, insercion o
recombinacién. Este resultado, sin embargo, debe ser confirmado mediante un
analisis de hibridacién (Southemn Blot), o bien comparando las secuencias de los
amplicones obtenidos con el partidor ScabF27ext2 usando como femplado ADN de
individuos apirénicos y con el partidor ScabF27int1 usando como templado el ADN

de individuos semillados.

7.1.- Aplicabilidad del marcador SCAR Scabf27ext2 para la seleccion de
seqregantes

Existen dos reportes anteriores de marcadores moleculares de tipo SCAR ligados a
apirenia en Vitis vinifera, del grupo dirigido por P. This del INRA Montpellier-Francia
(Lahogue et al., 1998 y Adam-Blondon et al., 2001).

El marcador SCAR co-dominante SCC8 obtenido por Lahogue et al. (1998),
aplicado como herramienta de seleccion en la progenie Mip3140, donde se
identificd originalmente (un cruzamiento, que tiene a Sultanina entre los ancestros
de uno de sus progenitores, que esta compuesto de 136 segregantes), excluiria el
100% de los individuos semillados, lo que es muy promisorio, pero a la vez llevaria
a descartar un 25% de los individuos apirénicos. Luego, la principal ventaja de ese
marcador co-dominante seria su aplicabilidad para poder seleccionar potenciales
padres asemillados homocigotos, para ser usados en nuevos cruzamientos.

De acuerdo a los datos de asociacion positiva (figura 7) se puede inferir que si el

SCAR ScabF27ext2 hubiese sido aplicado como herramienta de seleccion en los
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48 individuos del cruzamiento #33 que han fructificado a la fecha, se habrian
excluido 20 individuos, de los cuales cuatro son de fenotipo asemillado (33.25
33.28, 33.37 y 33.55). Al mismo tiempo, se habrian seleccionado 28 individuos
como apirénicos, de los cuales cuatro son de fenotipo semillado (33.47, 33.54,
3376 y 33.135). Es decir que el 857% de los individuos seleccionados
genéticamente como apirénicos serian fenotipicamente apirénicos, y el 80% de los
individuos descartados genéticamente como semiilados serian efectivamente
semillados.

Desde ofra perspectiva se puede decir que la aplicacién de este marcador en este
grupo de segregantes habria excluido 16 potenciales individuos semillados,
disminuyendo en un tercio el nimero de genotipos manejados in vifro y en campo,
con un 85,7% de los individuos seleccionados apirénicos, aumentando asi la
eficiencia en el proceso de seleccion de individuos apirénicos. Ademas de su
elevada correlacion, este SCAR produce un amplicén mediante una reaccién de
PCR sencilla y el resultado es faciimente visualizable en geles de agarosa, en
cambio los SCAR SCC8 y SCP18, desarrollados por Lahogue et al. (1998) y Adam-
Blondon et al. (2001), respectivamente, requieren de un analisis de restriccion del
producto de PCR (SCC8) y de la separacién del producto de PCR en geles de
acrilamida de alta resolucién (SCP18), lo que hace que su aplicabilidad en un
programa masivo-de-seleccion- asistida-por marcadores se-vea restringida, -por- el s

alto costo y dificultad técnica propios de estos analisis.
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Estos resultados muestran que el marcador, o la zona reconocida por alguno de los
partidores del SCAR disefiado, estaria segregando junto con algtin gen mayor del
tipo sdl y cuya expresion estaria relacionada con el fenotipo apirénico, sin
embargo, dado que hay excepciones (individuos apirénicos que no presentan el
marcador e individuos semillados que presentan el marcador), se puede pensar
que este marcador no esta lo suficientemente cerca al gen mayor responsable de la
apirenia, y dada cierta distancia existente entre el marcador y el gen de tipo sdl, se
producirian recombinaciones. Si ;ste marcador esta lo suficientemente cerca al
gen responsable de la apirenia de modo tal que no se puedan producir
recombinaciones cromosémicas enire el gen mayor y el marcador, las excepciones
en el caso de los individuos semillados que presentan el nJ1arcador se deberian a la
combinacion de los alelos tipo a1 a2 a3, que serian en este caso A1 AZ A3, o que
tuviesen otras formas alélicas, por lo que se producirfan semillas. Sin embargo
esta hipétesis no explicaria la presencia de individuos que no presentan el
marcador y que no tienen semillas. Esta hipétesis podria ser evaluada en mayor
profundidad y tener una mayor sustentacion si se realizara un analisis de tipo QTL
que permitiria detectar los genes menores involucrados en la expresic")n de este
caracter, lo que sera posible en la medida que se cuente con poblaciones con un
mayor nimero de segregantes que hayan fructificado. Ademas, este tipo de
andlisis-podria aumentar la probabilidad- de identificar- eficientemente-la o las

regiones cromosémicas donde se encuentren estos genes. Esto se espera lograr
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en los proximos afios, dado que hay 300 plantas del cruzamiento # 33 de dos o
més afios de edad en campo.

La evaluacién del SCAR ScabF27ext2 con todos los segregantes del cruzamiento #
33 mostré una segregacion de 3:1, lo que por un lado, nos confirma que este
marcador esta en estado de heterocigosis en ambos padres, y por ofro lado, ésta
segregacién mendeliana nos permitira incluir, con mayor precision, el marcador
desarroflado dentro de un mapa de ligamiento; lo que més adelante servira para
estimar en que cromosoma se encuentra el gen putativo de tipo sdl. La distancia
genética entre el Jocus de tipo sdl y el marcador SCAR ScabF27ext2 podra ser
determinada cuando se tenga la evaluacién fenotipica de todos los segregantes.
Antes de ser aplicado en un programa de seleccion asistida por marcadores serfa
también deseable saber si este SCAR tiene el mismo comportamiento y capacidad
selectiva en segregantes derivados de cruzamientos de distintos fondos genéticos.
Esto le daria un valor analitico y tecnolégico aun mayor al que actualmente tiene.
Eﬁ este sentido, se tienen resultados preliminares en un cruzamiento de Ruby X
Perlette (ambos progenitores apirénicos), encontrandose un grado de correlacion
cercano al 85%, similar a lo descrito aqui para el cruzamiento de Ruby x Sultanina.

Cabe destacar que sobre el 50% de los mas de 2000 segregantes manejados
actualmente en el Programa de mejoramiento Genético del INIA tienen a Ruby
Seedless-como uno de sus progenitores, por lo cual de todas maneras este

marcador tiene una alta probabilidad de ser de gran utilidad dentro del programa de
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mejoramiento genético del INIA y de ser ademas aplicable globalmente por ofros

programas de mejora genética de vides.

8.- CONCLUSIONES

De un total de mas de 300 marcadores de RAPD ensayados, se detectaron siete
fragmentos polimérficos asociados a apirenia en uva de mesa. Si bien estos
marcadores podrian estar ligados a la ausencia de semillas o a distintas sub-
caracteristicas del caracter asemillado, su uso para seleccion asistida por
marcadores en un programa de mejoramiento genético como el que tiene La
Platina, se veria dificultado mientras no se transformen en marcadores de tipo
SCAR.

E;1 relacién a esto, se desarrolld un marcador molecular de SCAR estrechamente
ligado a apirenia a partir del fragmento de RAPD WF27-2000. Este marcador,
denominado ScabF27ext2, tuvo una correlacion del 83,7% con las vides apirénicas,
considerando distintas variedades de uva de mesa, mientras que esta correlacion
fue de un 62,5% al.ser evaluado con distintas cepas de vides para vino.

El marcador SCAR ScabF27ext2 presentd un 81 % de correlacién con el fenotipo
de los segregantes del cruzamiento #33. Esto se puede considerar como un buen
marcador que ya es aplicable para la seleccién de nuevos segregantes

provenientes del cruzamiento de Ruby Seedless x Sultanina o viceversa, mientras
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que su aplicabilidad en otros cruzamientos esta siendo actualmente evaluada, con
auspiciosos resultados preliminares.

E! uso del marcador SCAR Scabf27ext2 en una etapa temprana del desarrollo de
los segregantes del cruzamiento #33 (plantulas mantenidas in vitro) hubiese
permitido reducir el namero de individuos manejados in vifro, en invernadero y en
campo hasta en un tercio, lo que significa hacer el sistema de obtencion de
variedades apirénicas un tercio mas eficiente, ademas de poder realizar
manipulaciones genéticas con fines productivos en nuevas variedades apirénicas.
Se hace necesario un andlisis de QTL para detectar los genes menores
involucrados apirenia e incluir estos datos en un mapa de ligamiento hecho a partir
del cruzamiento #33 para poder localizar fisicamente los genes que podrian estar

involucrados en la apirenia.
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Anexo 1

Secuencia de los extremos del marcador de RAPD WF27-2000

5'CAggTagoAgTAGTIGAATGIGTGAGAAAAGGCTGAAGIAAAARAAAAAAAARAAAAAAAT TGAGIAGAGIAGGACICAAGICATEAG
gOAGAAAAGAGAACIOAAGAGIAAAAAAASIACTTTgaC TTAKTTTTAAGAGGUgggCAACATAATGAAGTCCTGOAAGTCAGCTAT
CCTToCTTgAgTggAgTTATTCAGETaTggTCATTGTATACTCAGTTGCCCTATTTT TTgCACCATITGATGIACAAAAATAATCTAA
ACATGCTATAACAATCATTAAATAGAAATTAGATCATAAGCIGAAT TATAAACAGATCGAAAACGTCCTCCCMCCATTGCCATTC
TTATAGGTTAAAAATGTGTTTTTCAATTTTCAGYTTT TARGTgCTTCTAAACCTTCTCACCTCCGTTAAATGNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNTYAMWYNMgAATACGTCAgACTCGTATGTAGTTCAAGGTTgTCATCTTCGTCTTCCTTACAAGAAGT
AAACAAGgTgAGTTCTAGTAAAAAGCCCGTAACCAAGTTTAACTTQIATAGCIIGAAGTGTTACACTCIATATGAACCACTTGTTA
gAAAGTAGECTTTATAGAGATTTTGgAACAACTATATCCAGAGAACTCTATCTGAATTTTCCIGAGCTTTAGACAGAGATACATAGA
ATTACggTTACTYTATTCAGTGTAGTgggTATAGGAACTACAGTTTCAAAAATCTATCTTTAACAAAGTGIAGTACATCITTTGagAA
TAgTAACCAACGTTCATTTTACAGTAGYTGTATGTTTTgTTCCTTTgTT TAGAATgAGGYTOgAC 3'
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Anexo 2

Cuadro con propiedades del partidor de RAPD WF27 y de los partidores SCAR

ScabF27

Partidor secuencia Largo | %GC | Tm*C 1 g de partidor Temperatura
(5--3 {mer) alineamiento

WE27 CAggTggoAgTA 12 58.3 325 267.421 pMol 40.0

ScabF27ext2 Fwd CAggTgggAgTAgTggAATY 20 550 | 58.0 159,159 pMol 62.0

ScabF27ext2 Rev | CAGGTGGGAGTAAGATTIGT 20 45,0 54.2 160,437 pMol 62.0

ScabF27Int! Fwd TaggTgAgAAAAGGCTGAAG 20 50.0 60.4 159,336 pMol 57.0

ScabF27inti Rev gggTTTgCTACATgAGETEA 2 50.0 58.6 161.058 pMol 57.0

Se indica el nombre vy las propiedades de los partidores directo (Fwd) y reverso
(Rev) de los partidores SCAR disenados, ademéas del nombre y las propiedades del
partidor de RAPD WF27.




Anexo 3

Tabla 8. Evaluacién fenofipica de segregantes del cruzamiento #33

que han fructificado.
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33.1 0,6 0,0 0,6 1,0 1,6
33.2 0,5 0,0 1,0 0.1 0,4
33.3 1,4 1,0 0,1 0,3 1,2
33.8 0,6 0,0 0,7 0,7 1,8
33.19 0.4 0.0 0,0 1,9 13
33.25 0.3 0,0 0,2 1,1 0,3
33.27 3,5 2.1 0,1 0,1 0,4
33.28 0,1 0.0 0,0 0,9 06
33.29 0,3 0,0 1,7 18 0,3
33.31 0,3 0.0 0,6 0.2 3,0
33.34 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9
33.35 2,8 1.7 0.0 0,0 0.1
33.37 0,86 0,0 1.0 1,1 c,4
33.40 0,1 0,0 0,0 0,1 25
33.41 0,6 0,0 0.1 0,7 29
33.43 3,1 1,5 0,1 0,3 0,4
33.44 31 18 0.3 0,5 0,4
33.45 0.7 0.0 0.0 1,0 2.1
33.47 1.9 1.2 0.0 0,0 038
33.45 3,0 2.3 0.1 0,0 0.6
30.50 11 0,0 0,5 2.9 0,1
33.51 0,7 0,0 0.0 2.3 0.8
3382 3.8 2.4 0,0 0,0 06
33.53 0,1 0,0 0,0 0,0 2,5
33.54 2 1,3 0,0 0,4 0,7
33.55 0,1 0,0 0,0 0,0 1,1
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Contfinuacion tabla 8
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33.56 0,2 0,0 0,3 0.8 1,5
33.57 3.2 1.8 0,0 0,1 1,0
33.61 0,1 0,0 0,2 0,3 1,8
33.63 1,5 0,0 2.4 0,5 0.0
33.64 1,8 1,1 0,0 0,1 0,9
33.67 2,2 0,0 2,2 0,1 0,9
33.68 3,2 1,5 0,0 0,1 0,4
33.69 0,1 0,0 0,0 0,0 43
33.70 2,9 2,1 0,3 0,2 0,6
33.71 1.5 1,2 0,0 0,0 0.3
33,73 0,3 0,0 0,0 0,0 2,3
33.76 1,5 1,6 0,9 0,0 0,1
33.77 6,6 2,0 0,0 0,2 0,2
33.78 1,3 0,1 1,9 0,0 0,9
33.80 0,4 0,0 0,0 0,0 1,3
33.81 0 0,0 0,0 0,0 0,8
33.82 2.1 1,3 0.0 0,2 1,5
33.100 0,1 0,0 0,0 0,2 2,0
33.106 0,2 00 00 0,4 21
33,125 2.3 1,8 0,1 0,3 0.4
33.435 1.7 1,3 0,2 0,2 1,2
33.144 2.5 1,9 0,0 0,1 0,0
33.157 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1
33.160 0 0,0 0,0 0,0 0,7

Se analizaron 20 bayas de cada segregante se indica el del peso (en gramos) de las
semiflas o de los rudimentos en 20 bayas, ademas del nimero promedio de semillas
por baya o el niumero promedio de los diversos tipos de rudimentos.
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