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Resumen
La apirenia de la mayoria de las variedades comerciales de la vid (Vitis vinifera L.)

procede de 'Sultanina’, una variedad con origen en Asia Menor. El principal objetivo de
este trabajo ha sido la caracterizacion de posibles fuentes alternativas de apirenia en el
germoplasma armenio. Se han estudiado 40 accesiones apirenas de las colecciones
armenias de vid en Echmiadzin (ARMO006) y en Nalbandyan (ARMO11), asi como de
explotaciones privadas de la region de Armavir (Armenia). El analisis fenotipico de
bayas se realizd de acuerdo con los descriptores de la OIV, y el analisis genético
mediante el estudio de la mutacion causal de apirenia en Sultanina en el gen VViAGL11
y del marcador VVIiAPT3 ligado al locus del sexo. El analisis de viabilidad y morfologia
de los granos de polen se visualizé por microscopia optica y electrénica de barrido. El
analisis fenotipico de bayas revel6 una amplia variacion en el peso de las mismas, asi
como en la formaciéon de rudimentos seminales. Las flores de nueve cultivares son
hermafroditas con un alto nivel de viabilidad del polen. La accesion ‘Karmir kishmish'
se caracterizé por tener flores funcionalmente femeninas con baja viabilidad de polen y
se confirmO geneticamente con VVIAPT3. El andlisis de microscopia mostro que los
granos de polen de las flores hermafroditas tienen forma esferoidal con 3 colporaciones
y numerosas perforaciones, mientras que el de la variedad 'Karmir kishmish' es
también esferoidal, pero acolporado y con menos perforaciones. El analisis genético
reveld que todas las accesiones portan la mutacion puntual dominante en VViAGL11 que
causa la estenospermocarpia en 'Sultanina’. De hecho, el analisis de 7 marcadores SSR
y 48 SNPs demostré que todas son descendientes de la misma. Este estudio confirma
que las variedades apirenas armenias descienden de 'Sultanina’, y motiva la basqueda
de otros determinantes genéticos que causen variacion en el contenido de semillas de las
uvas para utilizar como fuentes alternativas en programas de mejora de uva de mesa.

Palabras clave: Vitis vinifera L., 'Sultanina’, Polen, Genes WIAGL11l y WIiAPTS,
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Microscopia electronica de barrido.

INTRODUCCION

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los principales cultivos frutales de gran difusion y
de importancia comercial en el mundo. Su cultivo comenz6 durante el Neolitico (> 6000 a.
C.) en las tierras altas de la regidén de Transcaucasia a partir de su progenitor silvestre V.
vinifera L. subsp. sylvestris (Arroyo-Garcia et al., 2006). La apirenia en uvas es un rasgo muy
apreciado para produccion de uva de mesa o pasas y la mayoria de variedades comerciales
apirenas procede de 'Sultanina’, una variedad estenospermocarpica con origen en Asia Menor.
La mutacién responsable se localizé en el gen VVAGL11, Arg197Leu, que se requiere para el
normal desarrollo de la cubierta de la semilla. Esta mutacion es la causa principal de la falta
de semillas en variedades estenospermocarpicas de vid cultivadas (Malabarba et al., 2017;
Royo et al., 2018). Por otra parte, el sexo de la flor, determinado por un conjunto de genes en
el locus del sexo (Fechter et al., 2012), puede afectar indirectamente al nimero de semillas,
ya que las flores femeninas necesitan la polinizacion externa y, por lo tanto, tienen una
fertilizacion menos efectiva (Ocarez et al., 2020). EIl principal objetivo de este trabajo ha sido
la caracterizacion genética y de caracteres reproductivos del germoplasma de vid armenio sin
semilla.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Los materiales de partida fueron plantas de 40 accesiones apirenas procedentes de
las colecciones armenias de vid del Centro Cientifico de Agricultura de Ministerio de
Agricultura e Echmiadzin (ARMO006) y de la Academia Nacional de Viticultura, Enologia y
Pomologia en Nalbandyan (ARMO011), asi como de explotaciones privadas de la regién de
Armavir (Armenia).

Anélisis fenotipico

En cada accesion se realizd el analisis fenotipico de 30 bayas de 4 racimos. Las
bayas y rudimentos seminales se caracterizaron cualitativamente con unos descriptores de la
OlV, peso de bayas y nimero de rudimentos de semillas y residuos de 6vulos. Para el
tratamiento estadistico de los datos se utiliz6 el programa IBM SPSS Statistica 19.

Analisis genético

La extraccion de ADN se llevéd a cabo a partir de hojas jovenes de 40 accesiones con
el protocolo de NZY Plant/Fungi gDNA Isolacién kit (NZYTech). Para identificar las
distintas accesiones las accesiones se genotiparon con siete marcadores microsatélites
(Simple Sequence Repeats, SSR): VVMD5, VVMD7, VVMD27, VVMD32, VVS2,
VIZAG62 y VIZAG79 (www.vivc.de) y 48 Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)
(Ibafiez et al., 2009; Cabezas et al., 2011). El anélisis genético de la mutacion causal de
apirenia y el sexo de la flor se realizd con el genotipado del gen VViAGL11 y del marcador
microsatélite VVIAPT3 ligado al locus sexual mediante PCR y secuenciacién Sanger
(Fechter et al., 2012; Royo et al., 2018).

Analisis microscopico de polen

El estereomicroscopio Zeiss SteREO Discovery V20, y las imagenes con una camara
Zeiss AxioCam y el software AxioVision (v. 4.8, Zeiss) se usaron para analizar la viabilidad
del polen de 10 genotipos unicos con tincion de Alexander (Peterson et al., 2010). El
analisis de la morfologia de los granos de polen se realiz6 con microscopia electronica de
barrido de emision de campo (ApreoS, Thermofisher) en la Universidad de Murcia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La caracterizacion genética de las 40 accesiones incluidas en este trabajo para 7 SSRs

y 48 SNPs revelo 10 perfiles genéticos distintos (Tabla 1). Tras comparar estos perfiles con
los almacenados en las bases de datos del VIVC y del ICVV, se identificaron nueve de estos
perfiles como variedades de uva de mesa (‘Sultanina’, 'Kishmish Chernyi’, ‘Anush’, 'Eskeri’,
'Hrushaki', 'Karmir Yerevani', 'Kishmish Khishrau', 'Kishmish Moldavskii', y 'Parvana’),
mientras que el perfil de la accesion 'Karmir Kishmish' no coincidié con ninguno de los
perfiles incluidos en dichas bases de datos. El andlisis fenotipico de las bayas de estas
variedades revel6 una amplia variacion en su peso, asi como en la formacion de los
rudimentos de las semillas y residuos de évulos. Las medias obtenidas para los parametros
analizados se muestran en la Tabla 1. Las tres variedades (‘Sultanina’, 'Karmir Kishmish' y
'‘Karmir Yerevani') solo produjeron bayas pequefias con un peso medio de 0.89-1.14g y hasta
1,02 rudimentos seminales por baya. Por el contrario, los valores més altos se observaron en
variedades con un peso de baya de entre 2 y 3.7 g, como es el caso de 'Parvana’. Las bayas de
‘Anush’, 'Eskeri’, 'Kishmish Khishrau', 'Kishmish Chernyi', 'Kishmish Moldavskii' y 'Parvana’
en su mayoria contienen rudimentos seminales flotantes, grandes y vacios, y ocasionalmente
unos residuos de ovulo.
Las flores de nueve variedades resultaron hermafroditas y presentaron viabilidad de polen
superior al 70%. Sin embargo, la accesién 'Karmir kishmish' se caracterizd por presentar baja
viabilidad de polen (49,9+8,76%). Genéticamente las variedades con viabilidad de polen alta
son heterocigotas para los alelos femenino de VViAPT3 (con un fragmento 269 o dos
fragmentos: 269 y 396) y hermafrodita (465) (Fechter et al., 2012). En el caso de 'Karmir
kishmish' las flores resultaron femeninas, asi como el genotipo de VViAPT3 (269/396) en el
locus del sexo. Los parametros fenotipicos de baya y rudimentos seminales no se
diferenciaron en base al sexo de la flor entre 'Karmir Kishmish', con las flores femeninas, y
‘Sultanina’, con flores hermafroditas. El analisis de microscopia mostré que los granos de
polen de las flores hermafroditas tienen forma esferoidal con 3 colporaciones y numerosas
perforaciones, especialmente en 'Sultanina’, mientras que el de la variedad 'Karmir kishmish'
es también esferoidal, pero acolporado, funcionalmente estéril y con menos perforaciones
(Fig. 1). La secuenciacion dirigida del gen VViAGL11 mostré que todos los genotipos
analizados presentan la mutacion puntual dominante (C>A) que causa la estenospermocarpia
en 'Sultanina' y los cultivares apirenos derivados de 'Sultanina’. Esta mutacion se presentd en
heterocigosis en todos los casos. De hecho, el pedigri descrito para las variedades
identificadas pone de manifiesto su relacion con ‘Sultanina’.

Este estudio confirma que las variedades apirenas armenias analizadas en este trabajo
descienden de 'Sultanina’, y motiva la basqueda de otros determinantes genéticos que causen
variacion en el contenido de semillas de las uvas y que puedan ser utilizados como fuentes
alternativas de apirenia en programas de mejora de uva de mesa.
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Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas de las accesiones apirenas

Variedad, Codig Numero Origen genético Peso de Numero Numero de
VIVC oVIV de VIVC bayas, g de residuos de
C muestras DM rudimento 6vulo  por
s por baya baya
Sultanina 12051 13 Desconocido 1.14+0.0
8 0 1.02
Karmir N/A 2 Desconocido 1.13+0.1
Kishmish 2 0 0.87
Kishmish 6256 4 Desconocido 2.03+0.1
Chernyi 0 0.65 1.04
Eskeri 3960 5 Sultanina x Blanc 2.37£0.1
D'iran 3 0.92 0.23
Hrushaki 10412 4 Mskhali » 1.77+0.1
Sultanina 2 0.52 1.05
Karmir 12896 4 Arevik Spitak > 0.89£0.1
Yerevani Sultanina 1 0 0.86
Anush 16457 2 Armenia x Eskeri  1.75%0.1
5 0.48 0.2
Kishmish 6258 2 Angur Kalan » 2.72+0.1
Khishrau Kishmish Chernyi 9 1.95 0.21
Kishmish 14053 1 Pobeda x Kishmisl 1.95+0.1
Moldavskii Rozovyi 4 1.38 0
Parvana 14068 3 Katta Kurgan >
Kishmish 3.74+0.3
Khishrau 6 1.80 0
A
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Figura 1. Micrografias en MEB del polen de las variedades 'Sultanina’ (A) y 'Karmir
Kishmish' (B).

Impacto de la localizacion geogréafica en el perfil fendlico de variedades blancas
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