ESTRATEGIAS INNOVADORAS PARA LA RESISTENCIA AL
AMARILLAMIENTO DE LA VID

Identificacién de los rasgos genéticos candidatos
asociados a la resistencia al amarillamiento de la vid
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Problemas y pérdidas por las enfermedades del amarillamiento de
la vid en el mundo

El cultivo de la vid y la industria de la uva y el vino se ven gravemente amenazados en todo el mundo por
varias enfermedades de amarillamiento asociadas a la presencm de ﬁtop|osmos que estdn presentes con distinta
prevalencia en todos los paises productores de uva. Los ‘
dafios en la vid asociados a la presencia de enfermedades
de amarillamiento abarcan desde un menor rendimiento de
las frutas hasta la muerte de las plantas. Las estrategias de ¥
gestién disponibles se basan principalmente en retirar las
plantas sinfomdticas e infectadas y en el uso de insecticidas
para reducir el nimero de insectos vectores conocidos.
Sin embargo, para lograr una agricultura mds sostenible,
estos métodos deben ir acompafiados del desarrollo
de variedades de vid resistentes. La identificacién de la
resistencia candidata es, por lo tanto, una gran ayuda
para el desarrollo de herramientas de gestion para el
control del amarillamiento de la vid y ayudard a reducir
tanto los dafios econémicos como los tratamientos con

insecticidas en todo el mundo. * Sintomas de la enfermedad del amarillamiento de la vid
en el racimo de una variedad roja a principios del verano.

Datos disponibles sobre la resistencia al amarillamiento de la vid

la  variabilidad intraespecifica  de
la susceptibilidad de Vitis vinifera
al amarillamiento de la vid es bien o a2
conocida por la experiencia madurada .
en terreno. Sin embargo, en condiciones
controladas de inoculacién solo se han
obtenido unos pocos datos (Eveillard
et al., 2016). Sobre la base de esas
observaciones, en los Gltimos afos se
han realizado estudios moleculares
encaminados a identificar los rasgos
genéticos de la vid que infervienen
en la respuesta a la infeccién por
amarillamiento de la vid. Se investigaron
los cambios cualitativos y cuantitativos

en los perfiles de proteina, expresién :
génica y miARN en el Chardonnay y * Progenies de vid (ChardonnayxTocol Fr|u|cno) colocadas en campo.
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algunas otras variedades (Albertazzi et al., 2009; Hren et al., 2009; Margaria et al., 2014; Snyman

et al., 2017). Estos andlisis se realizaron en plantas sanas e infectadas en campo, revelando asi los

efectos de la enfermedad en las diferentes variedades con distinta susceptibilidad. En uno de los Gltimos trabajos
publicados se informé de la presencia de una respuesta transcriptémica temprana de la planta a la infeccién y al
insecto vector, lo que sugiere la existencia de mecanismos de defensa pasiva expresados constitutivamente y de
reacciones de defensa activa de una variedad muy poco susceptible, Tocai friulano o Sauvignonasse (Bertazzon
et al., 2019). El proyecto TROPICSAFE tiene por objeto identificar los determinantes genéticos de la resistencia en
esta variedad.

Caracterizacién de una poblacién F1 de plantas de vid
segregadas para la resistencia al amarillamiento de la vid

Al cruzar Chardonnay (susceptible) con Tocai friulano (poco susceptible), se obtuvieron més de 700 plantas de
vid. Parte de la progenie ya se ha multiplicado mediante injerto en el portainjertos de SO4 y se ha plantado en
un vifiedo experimental (20 plantas por genotipo), mientras que otra parte se estéd propagando actualmente en el
vivero.

El trabajo posterior incluye: fenotipado de la progenie, genotipado para obtener un mapa genético denso basado
en marcadores moleculares SNP (“Single Nucleotide polymorphism”), y la unién de los datos para inferir QTLs
(“Quantitative Trait Loci”) asociados con la resistencia al
amarillamiento de la vid. El fenotipado se obtiene mediante
la infeccién controlada en el campo por el insecto vector
especifico. Se colocaron jaulas en cada planta, que contenian
20 insectos vectores recogidos en vifiedos muy infectados.
Los sintomas (gravedad, prevalencia) y la concentracién del
patégeno se evaluardn en 2020 y 2021.

Se extrajo ADN de las plantas F1 y se realizé un cribado
preliminar para verificar el origen parental de las
pléntulas  (por ejemplo, descartando las derivadas de
la autofecundacién) mediante un andlisis SSR (“Simple
Sequences Repeats”) con diez marcadores moleculares. El
genotipado de las plantas seleccionadas se esté llevando
a cabo por GBS (“Genotyping by Sequencing”) para las
llamadas posteriores de SNP. A partir de estos datos se
elaboraréd un mapa genético. La informacién fenotipica
y molecular se usard para encontrar los QTLs asociados
con la resistencia de la vid al amarillamiento. Ademds, la
infegracién de los datos con los perfiles transcriptémicos
obtenidos mediante el andlisis RNAseq de las variedades
de baja y alta susceptibilidad, obtenidos anteriormente
(Bertazzon et al., 2019), y el genoma completo mediante
la secuenciacién de nueva generacién (NGS) de unas 20

¢ Instalacién de jaulas para insectos en las plantas

individuales del campo (en grande), y detalle de una
variedades de vid con un comportamiento de enfermedad iaula (abajo o la derecha). Se colocs una jaula con 20

contrastado, seré la base para la identificacién de los genes  insectos vectores en cada planta, con el fin de infectar
candidatos asociados a la resistencia al amarillamiento de todas las plantas de vid.
la vid.
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Primeros resultados y perspectivas

El primer resultado fue la obtencién de un nimero suficiente de progenies por medio de la cria y su préspera
multiplicacién y plantacién en el campo. Se extrajo ADN de més de 300 genotipos, seguido de un cribado con
diez marcadores SSR para discriminar entre la progenie cruzada y la autocruzada. Los resultados mostraron que
aproximadamente el 20% de la progenie era auto-cruzada, por lo que estas plantas fueron descartadas.

La labor de secuenciacién de nucledtidos = a  vrciGans ViZAG79 b TWs2| TWMD2Z| WMD7
comenzé con la extraccién de ADN - .
de muestras de hojas de 208 plantas,
incluidos los dos progenitores Tocai
frivlano y Chardonnay. Tras la evaluacién

de la calidad y la cantidad de los .

extractos de ADN, se enviaronuntotalde - l_i | e JLLL L (L LL
188 muestras para su secuenciacién por = ¢ = VEEEL T WVHDaE TR T TVAEAGES | TVUMBE
EGB a fin de obtener un mapa genético -

de alta densidad.

En 2019, un total de 140 plantas fueron
enjauladas  con insectos infecciosos.

Al final del trabajo, la identificacion - |

- . . | 5
de los rasgos genéticos asociados @ e 0l T

la resistencia y la susceptibilidad al ¢ Eecyoprazas del andlizador genético. Ejemplo de perfil molecular de PCR de

amarillamiento de la vid se pudo explotar 10 foci multiplex usado para identificar progenie cruzada o auto-cruzada por
para generar plantas de vid resistentes y SSR. Los 10 pares de cebadores estaban etiquetados con tintes NED(a), 6-FAM
para aumentar o provocar la resistencia (b), PET (c), VIC (d). Las rayas grises representan el conjunto de binset casero
a estas enfermendades. producido con las variedades de referencia.

Amarillamiento de la vid, resistencia, tolerancia, “flavescencia dorada”, “bois noir”, enfermedad
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