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Resum

En aquest treball es fa una revisié sobre I'estat de I'art de la millora genética en
vinya (Vitis vinifera), espécie pertanyent a la familia Vitaceae. Forma part del
genere botanic Vitis, que conté unes 60 especies, essent la més coneguda i més
cultivada Vitis vinifera. Tot i l'arribada de la fil-loxera (Dactylosphaera vitifoliae) i
la importaci6 de patogens Nord-americans, que van provocar una elevada
mortalitat entre les vinyes europees, no s’han perdut les diferents espécies
silvestres emparentades a Europa, tot i que en el procés van estar en perill
d’extincio.

Actualment es coneixen unes 10.000 varietats de vinya cultivades, de les quals
moltes es conserven en bancs de germoplasma arreu del mén. Hi ha molts
estudis que mostren que tot i existir un gran nombre de noms designant varietats,
es pot estimar que gairebé el 50% de la diversitat estimada sén duplicats.

Les varietats vinificables més cultivades a nivell mundial sén el Cabernet
Sauvignon, la Sultanina, el Merlot i el Tempranillo. Aquestes varietats son
tradicionals, es a dir, no han sigut obtingudes a partir de programes de millora
genetica dirigits. Tot i que en el mén de la vinya només s’accepten varietats
obtingudes mitjancant metodes tradicionals, degut a la restrictiva legislacié que
existeix en el sector del vi, actualment hi ha molta investigacid sobre I'is d’altres
tecniques com la mutagenesis, la variacié soma-clonal, 'embriogénesi somatica,
'enginyeria genética o el CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats). Aquesta ultima sembla ser la que tindra un Us més notori
en un futur, ja que es la técnica més nova i amb més precisio per poder editar
genéticament “a la carta”. Principalment, els investigadors es centren en la
millora de la resistencia a patogens i la millora del raim per a que aquest tingui
millors caracteristiques organoléptiques.

Aquest treball presenta un resum de totes les técniques que s’han fet servir per
millorar la vinya, ja sigui nomeés treball experimental sense transferencia al sector
productiu o treballs que s’han transformat en programes de millora genética per
obtenir varietats que finalment s’han arribat a cultivar.
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Resumen

En este trabajo se realiza una revision sobre el estado del arte de la mejora
genética en la vid (Vitis vinifera), una especie perteneciente a la familia Vitaceae.
Forma parte del género botanico Vitis, que incluye unas 60 especies, siendo la
mas conocida y cultivada la Vitis vinifera. A pesar de la llegada de la filoxera
(Dactylosphaera vitifoliae) y la importacién de patégenos de América del Norte,
lo que causé una alta mortalidad en las vides europeas, no se han perdido las
diferentes especies silvestres relacionadas con Europa, aunque durante el
proceso estuvieron en peligro de extincion.

Actualmente se conocen unas 10,000 variedades de vid cultivadas, muchas de
las cuales se conservan en bancos de germoplasma en todo el mundo. Hay
muchos estudios que muestran que, a pesar de existir un gran namero de
nombres que designan variedades, se estima que casi el 50% de la diversidad
estimada son duplicados.

Las variedades viniferas mas cultivadas a nivel mundial son el Cabernet
Sauvignon, la Sultanina, el Merlot y el Tempranillo. Estas variedades son
tradicionales, es decir, no han sido obtenidas a partir de programas de mejora
genética dirigidos. Aunque en el mundo de la vid solo se aceptan variedades
obtenidas mediante métodos tradicionales debido a la restrictiva legislacion en
el sector del vino, actualmente existe mucha investigacion sobre el uso de otras
técnicas como la mutagénesis, la variacion somaclonal, la embriogénesis
somatica, la ingenieria genética o el CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats). Esta Ultima parece ser la que tendrd un uso mas
destacado en el futuro, ya que es la técnica mas nueva y precisa para la ediciéon
genética "a medida". Principalmente, los investigadores se centran en mejorar la
resistencia a patdégenos y las caracteristicas organolépticas del racimo.

Este trabajo presenta un resumen de todas las técnicas utilizadas para mejorar
la vid, ya sea solo en trabajos experimentales sin transferencia al sector
productivo o en programas de mejora genética para obtener variedades que
finalmente se han llegado a cultivar.
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Abstract

In this work, a review is conducted on the state of the art of genetic improvement
in grapevine (Vitis vinifera), a species belonging to the Vitaceae family. It is part
of the botanical genus Vitis, which includes about 60 species, with the most well-
known and widely cultivated being Vitis vinifera. Despite the arrival of phylloxera
(Dactylosphaera vitifoliae) and the importation of North American pathogens,
which caused high mortality among European vines, the different wild species
related to Europe have not been lost, although they were at risk of extinction
during the process.

Currently, about 10,000 cultivated grapevine varieties are known, many of which
are preserved in germplasm banks worldwide. There are many studies showing
that, despite many names designating varieties, it is estimated that almost 50%
of the estimated diversity consists of duplicates.

The most widely cultivated wine grape varieties globally are Cabernet Sauvignon,
Sultanina, Merlot, and Tempranillo. These varieties are traditional, meaning they
have not been obtained through directed genetic improvement programs.
Although in the world of grapevines, only varieties obtained through traditional
methods are accepted due to restrictive legislation in the wine sector, there is
currently a lot of research on the use of other techniques such as mutagenesis,
somaclonal variation, somatic embryogenesis, genetic engineering, or CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). The latter seems
to be the one that will have a more prominent role in the future, as it is the newest
and most precise technique for genetically editing "on demand."” Primarily,
researchers focus on improving resistance to pathogens and the organoleptic
characteristics of the grapes.

This work provides a summary of all the techniques that have been used to
improve grapevines, whether only in experimental studies without transfer to the
production sector or in genetic improvement programs to obtain varieties that
have ultimately been cultivated.
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1. Introducci6

En primer lloc en aquest treball es fa una fotografia de quin és 'estat del cultiu
de la vinya (Vitis vinifera) actualment a nivell mundial i espanyol, les varietats
cultivades i la seva diversitat genetica; per finalment centrar-me en la millora
genetica, és a dir quin és l'estat dels estudis, avenc¢os i noves técniques que
s’estan emprant avui en dia en relacio a la millora de varietats de vinya. Aquest
€s un ambit de recerca molt nou, en el que s’ha treballat poc i les empreses que
s’hi dediquen ho fan des de fa relativament poc temps.

Hi ha una gran diferéncia d’opinions en el mon dels agricultors i enolegs sobre si
donar suport o0 no a la millora genetica. N’hi ha que opten per un cultiu ecologic i
natural on no hi hagi cap modificacié ni intervencié humana, i n’hi ha d’altres que
donen suport a aquestes noves tecnologies ja que aposten per incorporar totes
les técniques que la ciencia pugui aportar per poder millorar rendibilitats,
produccions i resisténcia a malalties i climes adversos. Tot i aixo la majoria dels
agricultors tenen plantacions amb porta-empelts, un tipus de millora agronomica
molt coneguda i poc innovadora actualment, perd que ha resultat ser de gran
importancia en el mon vitivinicola degut a la resistencia que aquests ofereixen a
diferents plagues.

Afegir que a Catalunya la regulacié de les varietats de vinya que es poden cultivar
esta sota la responsabilitat del Departament d'Accié Climatica, Alimentacio i
Agenda Rural. De la mateixa manera que a Espanya, a Catalunya hi ha un
registre oficial de varietats de vinya autoritzades pel seu cultiu i comercialitzacio.
El registre principal és el Cataleg de Varietats de Vinya de Catalunya, que esta
regulada per la Resolucio ARP/2254/2014 del Departament d’Accié Climatica i
Agenda Rural . En aquest cataleg s’hi inclouen les varietats de vinya autoritzades
per al seu cultiu a una regi6é determinada. Per a que aquesta varietat estigui
inclosa en el cataleg ha de complir amb uns certs requisits que es basen en
criteris agronomics, enologics i d’adaptabilitat a les condicions climatiques i
geografiques de la zona de cultiu. A més a més existeixen unes altres
organitzacions anomenades Denominacions d'Origen que poden establir
requisits addicionals pel cultiu i Us de certes varietats dins del seu ambit
geografic.

L’organisme public encarregat de promoure, regular i controlar el sector
vitivinicola catala, incloent la gestioé de les Denominacions d’Origen, la promoci6
de vins catalans i I'impuls de la investigacio i de la innovacié en aquest ambit €s
I'Institut Catala de la Vinya i el Vi (INCAVI), un organisme autdonom de la
Generalitat de Catalunya creat I'any 1980.
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A nivell europeu La Unié Internacional per a la Proteccié de les Obtencions
Vegetals (UPOV) és I'organitzacio internacional encarregada de proporcionar i
fomentar un sistema per a la proteccio de les varietats vegetals. Tot i que és la
Comissid Europea, mitjangant la Direcci6 General d’Agricultura i
Desenvolupament Rural, qui és l'encarregada de formular i executar les
politiques agricoles, incloses les relacionades amb la vinya i el tipus de vi. De la
mateixa manera que a nivell de Catalunya, també hi ha un registre comunitari de
varietats de vinya autoritzades pel seu cultiu i posterior comercialitzacio en tots
els paisos membres.

2. Objectius

El principal objectiu d’aquest treball és realitzar una revisio de I'estat de I'art de
la millora genetica en la vinya. Per tal de realitzar aquest revisié s’han definit els
seguents objectius especifics:

(a) Fer una revisio sobre la historia de la domesticacio i evolucié genética de Vitis
vinifera.

(b) Fer una radiografia de les varietats cultivades actualment arreu del moén i de
les varietats permeses a nivell europeu i catala.

(c) Fer una revisié dels métodes de millora genética emprats en la millora de la
vinya i de les principals varietats comercials obtingudes.

(d) Discutir el potencial de les noves biotecnologies en la millora de la vinya en
el context agricola actual.

3. Origen i domesticacio

La familia Vitaceae esta formada per plantes enfiladisses de lianes llenyoses o
herbacies amb circells i inflorescéncies oposades a les fulles. El génere botanic
Vitits inclou varies espécies vegetals, pero la més coneguda i també ampliament
cultivada és Vitits vinifera, que és la vinya de la qual s’obté el raim per poder fer
vi i altres productes derivats d’aquest.

Vitis vinifera és una espécie monoica, amb flors masculines i femenines, de
pol-linitzacié generalment anemofila i amb fruits que es desenvolupen en raims.
Al llarg del procés de domesticacié es va produir una seleccié espontania
d'individus amb flors hermafrodites que s’auto-pol-linitzen mitjancant la
transferéncia de pol-len entre els estams i els estigmes per generar fruits i llavors.
La gran majoria de les varietats de vinya cultivades actualment son hermafrodites
i altament fértils i totes elles pertanyen a I'espécie Vitis vinifera (Arroyo-Garcia et
al., 2016).
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La vinya, Vitis vinifera, forma part del génere Vitis dins de la familia de les
Vitaceae. La seva classificacid botanica I'inclou dins de la divisié Spermatophyta,
subdivisio Magnoliophytina (Angiospermae), classe Magnoliatae
(Dicotyledonae), subclasse Rosidae, superordre Celastranaer, ordre
Rhamnales. El génere de Vitis inclou unes 60 especies, les quals totes
comparteixen dos caracteristiques: totes tenen el mateix nombre de
cromosomes, 19; i totes son inter-fertils, tenen la capacitat de reproduir-se entre
les diferents especies produint descendencia fertil, fet que constitueix un
reservori natural de variacié genetica que és util en la millora de Vitis vinifera
(This et al., 2006).

Dues formes encara co-existeixen a Eurasia i al nord d'Africa: la forma cultivada,
V. vinifera subsp. vinifera (o sativa) i la forma silvestre V. vinifera subsp. silvestris
(o sylvestris), de vegades considerada com una sub-especie diferent. Aquesta
separacié historica en sub-especies es va determinar en base a diferencies
morfologiques (This et al., 2006).

Fa pocs anys es van comparar les caracteristiques ecologiques i la diversitat
genética que hi ha entre poblacions silvestres i porta-empelts naturalitzats i no
es va poder determinar I'existéncia d’algun tipus de flux genétic entre elles (Arrigo
et al., 2007). Tot i que si que s’ha detectat entre espeécies silvestres i cultivades.
En aquest cas s’ha estimat fins un 3% en la migraci6 del pol-len entre la vinya
cultivada i poblacions situades a prop de vinya silvestre (Di Vecchi-Staraz et al.,
2009). De fet, es podria afirmar que aquest flux de pol-len pot arribar a tenir algun
efecte significatiu en I'evolucio de les poblacions de Vitis.

3.1. Espécies silvestres emparentades

Avui en dia es poden trobar diferents tipus de varietats silvestres a Europa
oriental i occidental, en paisos com Espanya, Portugal, Franca, Italia, Grécia,
Suissa, Romania, Bulgaria, Hongria, Austria i la regié dels Balcans. Entre ells,
Espanya i Italia contenen el major nimero de poblacions (Arnold et al. 1998). Les
vinyes silvestres eren abundants a Europa fins mitjans del segle XIX, quan la
importaci6 de malalties Nord-americans (oidi i mildiu) (Uncinula necator i
Plasmopara Viticola, respectivament) i plagues com la fil-loxera (Daktulosphaira
vitifoliae), tot sumat a la destruccié dels habitats, va conduir a que les formes
silvestres estiguessin en perill d’extincioé (Walter and Gillett 1998).

Vaseral'any 1868, quan la fil-loxera, una plaga d’insectes parasits que atacaven
ales fulles i arrels de la vinya, va comencar a provocar la mort dels cultius. Anys
meés tard, a Estats Units es va descobrir la manera de poder cultivar la vinya i
que no fos atacada per aquest insecte. S'utilitzava un empelt de la varietat
escollida amb un peu america resistent a la fil-loxera. Va ser aixi com es va dur
a terme la primera modificacio a la vinya, amb un porta-empelt america que
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encara avui en dia conserven i es fa servir, tot i que aquests han evolucionat i
han obtingut millores. Els porta-empelts actuals son hibrids de varietats
americanes diferents i que posteriorment s’han seleccionat. Pel que fa a la
normativa, els porta-empelts estan subjectes a les mateixes regulacions i
controls que les varietats de raim en moltes regions vitivinicoles. Les autoritats
reguladores poden establir requisits especifics per als porta-empelts, com ara
certificacions de qualitat i controls per garantir la seva autenticitat i seguretat. Les
normatives varien segons la regio, pero l'objectiu és assegurar que els porta-
empelts compleixin els estandards necessaris per a la produccié de vi de qualitat
I la salut de les vinyes.

Utilitzant la técnica de I'Us del porta-empelt america es van poder salvar moltes
varietats autoctones, que d’'una altra forma haguessin desaparegut, i com a
consequeéncia, a partir daquell moment totes les noves plantacions de la vinya
es fan amb el peu america. De fet, les varietats silvestres han estat a punt
d’extingir-se durant els ultims dos segles, pel gran impacte que va tenir en elles
la fil-loxera, I'oidi o el mildiu importats d’Ameérica (Arnold et al., 1998, Arnold
2002).

Les poblacions silvestres més amplies es troben en habitats amb una manca
d’activitat antropica, on la vinya silvestre competeix per captar una intensitat
luminica adequada, ja que aguesta ha de competir amb altres espécies per poder
fer-se un lloc i no veure’s a I’ ombra d’altres poblacions. Aquests peus silvestres,
gue creixen en terrenys humits o fins i tot entollats, han permes a la vinya,
mantenir-se lliures de l'atac de la fil-loxera i poder sobreviure fins avui en dia
(Ocete et al., 1994).

Avui en dia, costa molt trobar aquest tipus de vinyes, ja que el cultiu de noves
terres, la urbanitzaci6 de moltes zones... han provocat una disminucié de les
arees naturals on sobreviuen les formes silvestres. Les poblacions que es poden
arribar a trobar en habitats naturals sén considerades una barreja de formes
silvestres, exemplars cultivats naturalitzats i porta-empelts escapats cultivats
(This et al. 2006).

3.2. Domesticaci6

La domesticacio de la vinya sembla estar relacionada amb el descobriment del
vi, tot i que no esta molt clar quin procés és anterior a I'altre (McGovern et al.,
2004). Durant la domesticacid, un dels caracters que es van seleccionar és el
contingut de sucres, amb I'objectiu de millorar la fermentacio i el rendiment del
cultiu. En aquest procés els canvis en la mida del raim i el sistema de reproduccio
(pas de plantes silvestres dioiques a plantes cultivades monoiques mono-
morfiqgues (hermafrodites)) van ser crucials (Pouget et al., 1988) (Figura 1).
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També es van produir canvis en la morfologia de les llavors (Marinval et al.,
1997). Tot i que se’n desconeix el significat bioldgic, aquest tret s’utilitza en
I'analisi de restes arqueolodgiques per poder diferenciar restes de raim silvestre
o cultivat (Terral et al., 2002). Es desconeix si aguests canvis es van produir a
través de creuaments sexuals i seleccié natural o humana, o a través de
mutacions, selecci6 i una posterior propagacio per multiplicacio vegetativa.

Leaf
10 cm
Flower
o Lsmm o} o
Bunch at
maturity
10 cm
Seeds
5 mm
TRENDS in Genetics

Figura 1. Diferencies morfologiques entre vinyes cultivades (sub-espécie
vinifera) i vinyes silvestres (sub-espécie silvestris). Es mostren les diferéncies
en la fulla, la flor (masculina i femenina per silvestris), el raim madur i les llavors
(This et al., 2006).

Es va descobrir que hi havia dos zones geografigues on es va domesticar
inicialment el cultiu de vinya, una en el Caucas i 'altre en una part occidental
d’Asia. Les dades també mostren que la domesticacié en les dos regions es va
produir més o menys al mateix temps, aproximadament fa 11.000 anys, periode
gue també coincideix amb les etapes inicials de I'agricultura (Yirka, 2023). La
reproduccié sexual i la sembra de les llavors semblen tenir un paper molt
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important en la domesticacié i I'expansio de la viticultura en noves regions. Es
creu que les llavors van ser el métode preferit per la migracié del cultiu a llargues
distancies, com suggereixen les restes arqueologiques (Long, 1987).

Avui en dia es poden obtenir mitjancant métodes més directes, com als analisis
de ADN, el reconeixement de parentius. Aquests estudis de parentius demostren
la importancia dels creuaments sexuals en el passat per la generacié de nous
fenotips i 'adopcio i difusidé per propagacié vegetativa (esqueixos) de genotips
especifics amb caracteristiques desitjables (Sefc et al., 2001).

La hibridacio inter-especifica ha estat un motor important en I'evolucioé de la vinya
cultivada. Aix0 ha estat un motor molt important en I'evolucié de la vinya,
generant nous genotips que han tingut interes a nivell agronomic i per aixo els
agricultors els van anar adoptant. Apareixen al 1900 i actualment estan prohibits.

3.3. Recursos fitogenetics

Els recursos fitogenétics soén la diversitat genetica de les plantes cultivades, aixi
com també dels seus parents silvestres més proxims, que es conserven i
s’utilitzen pel seu Us en I'agricultura i 'alimentacié. La conservacio dels recursos
fitogeneétics és important per garantir la diversitat genetica de les plantes
cultivades i 'adaptacié a diferents condicions ambientals, tant com per garantir
la qualitat com la seguretat alimentaria de la produccio agricola (Ocete et al.,
2020). Aguesta diversitat genética és fonamental per a la supervivéncia de les
especies i per al desenvolupament de noves varietats amb caracteristiques
desitjables, com ara resisténcia a plaques o malalties, adaptacié a condicions
ambientals extremes o millora de la qualitat.

Els recursos fitogenetics es conserven en bancs de germoplasma, que son
col-leccions sistematiques de mostres de llavors, teixits, cel-lules o altres
materials vegetals, que es mantenen en condicions de refrigeracié o congelacié
per a la seva conservacio a llarg termini. Aquests bancs de germoplasma
permeten preservar la diversitat genetica de les plantes i faciliten el seu Us en
investigacio i millora genetica.

A nivell mundial un dels bancs de germoplasma de Vitis vinifera més important
és I'Institut Nacional d’Investigacié per a I'Agricultura, Alimentacio i el Medi
ambient (INRAE) (Franca) que conté una de les col-leccions més grans i
prestigioses. Una altra col-leccio6 molt important en aquesta espécie és la
mantinguda pel departament d’Agricultura dels Estats Units. Aquesta col-leccio
alberga més de 3.900 accessions de vinya, que en botanica i en la conservacié
de recursos genetics, es refereix a una unitat individual o mostra de material
vegetal que ha sigut recol-lectada i conservada pel seu estudi, investigacio i
preservacio; incloent varietats comercials, historiques i silvestres. Un altre
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exemple a nivell europeu es la col-lecci6 de vinya de Weinsberg (Alemanya)
guardada a I'Escola Estatal d’Enologia i Fruticultura de Weinsberg. Aquesta
col-leccio alberga al voltant de 1600 accessions de varietats de paisos viticultors

d’arreu del mon.

A Espanya existeixen 13 bancs de germoplasma de vinya (Chomé et al., 2003),
pero els més importants pel numero d’accessions que conserven son el Banco
de Germoplasma de El Encin, a Alcala de Henares, gestionada per “El instituto
Madrilefio de Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario” (IMIDRA)
gue compta amb la col-leccié de varietats de vinya més important d’Espanyaii la
segona d’Europa; i el Banco de Germoplasma del IFAPA Centro Rancho de la
Merced, situat al terme municipal de Jerez de la Frontera (Cadiz). Actualment la
col-leccio de El Encin esta formada per 3532 accessions. Per grups hi ha 852
porta-empelts, 69 hibrids productors directes, 1852 varietats de Vitis vinifera, de
les quals 1.178 son de vinificacid, 674 de varietats de taula i 648 de Vitis vinifera
subsp. sylvestris. El IFAPA conserva una col-lecci6 que consta de 1376
accessions, 120 Vitis spp., de les quals 104 s6n porta-empelts, 53 hibrids
productors directes i 1064 noves Vitis vinifera obtingudes per creuaments. A més
a més de 70 accessions de Vitis vinifera sups. sylvestris (Garcia de Lujan et al.,
1997).

4. Varietats cultivades actuals
4.1. Descripci6 de les varietats cultivades

Arreu del moén es coneixen un total de 10.000 varietats cultivades de vinya, de
les quals les 13 varietats mostrades a la Taula 1 ocupen més d’'un terg de la
superficie total. Hi ha varietats que tenen una area de cultiu molt important, les
guals sén anomenades varietats internacional, en sén exemples el Cabernet
Sauvignon, una de les varietats meés plantades arreu del mén (5% del total), el
Tempranillo o el Merlot.
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Taula 1. Taula de distribucié de varietats cultivades més utilitzades arreu del
mon, el color del raim que produeixen i el seu us (Focus OV, 2017).

VARIETAT COLOR Us AREA
(ha)
Kyoho Negre Taula 365.000
Cabernet Negre Vinificacio 341.000
Sauvignon
Sultanina Blanc Taula i vinificacio 273.000
Merlot Negre Vinificacio 266.000
Tempranillo | Negre Vinificacié 231.000
Airén Blanc Vinificacié i Brandy 218.000
Chardonnay ' Blanc Vinificacié 210.000
Syrah Negre Vinificacio 190.000
Red Globe | Negre Taula 159.000
Garnatxa Negre Vinificacio 163.000
negra
Sauvignon | Blanc Vinificacio 123.000
Blanc
Pinot Noir Negre Vinificacio 112.000
Trebbiano Blanc Vinificacié i Brandy 111.000
Toscano

Segons la OIV (Organitzacié Internacional de la Vinya i el Vi) la Unio Europea és
la regié del mén on hi ha més produccio de vinya. La llista de paisos productors
de vi més importants del mon es pot veure a la Taula 2. Com es pot observar, la
llista I'encapgala Italia, seguida de Francai en tercer lloc Espanya. Els tres paisos
agrupen un total del 53% de la produccié mundial de vi (Tecnovino, 2018).
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Taula 2. Produccié de vi els anys 2019 i 2020 en els paisos productors més
importants del mén i el percentatge que implica en el 2020 sobre el total. Dades
en Mhl (milions d’hectolitres) (Focus OIV, 2017).

2019 2020
(milions (milions % 2020

d’hectolitres) d’hectolitres)

Italia 47,5 49,1 18,87
Franca 42,2 46,6 17,91
Espanya 33,7 40,7 15,64
USA 25,6 22,8 8,76
Argentina 13,0 10,8 4,15
Australia 12,0 10,6 4,07
Sud Africa 9,7 10,4 4,00
Xile 11,9 10,3 3,96
Alemanya 8,2 8,4 3,23
Xina 7,8 6,6 2,54
Portugal 6,5 6,4 2,46
Russia 4,6 4.4 1,69
Romania 3,8 3,6 1,38
Nova Zelanda 3,0 3,3 1,27
Hongria 2,7 2,4 0,92
Austria 2,5 2,4 0,92
Grécia 2,4 2,3 0,88
Brasil 2 1,9 0,73
Georgia 1.8 1,8 0,69
Altres 16,6 15,4 5,92

A nivell nacional, la varietat més extensa segons dades de MAPA (2021) és el
Tempranillo amb un total de 202.198 hectarees, seguit de I'’Arién amb 200.084
hectarees plantades i en tercer lloc la Garnatxa negra amb 59,122 hectarees.
Les segueixen Viura i Bobal amb 56.000 i 55.000 hectarees, respectivament.
Segons dades de l'Institut d’Estadistica de Catalunya (IDESCAT) a I'any 2020,
la superficie total de vinya a Catalunya era d’aproximadament 31.759 hectarees,
de les quals les varietats amb més superficie cultivada en les comarques
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productores de vi més grans de Catalunya es descriuen a la Taula 3. Aquestes
varietats son nomeés algunes de les 59 varietats que Catalunya autoritza plantar

I produir vins segons el Real Decret 111/2022 del 8 de febrer.

Taula 3. Varietats de vinya més cultivades a Catalunya classificades per
comarques. L'ordre de les varietats en la taula indica més hectarees cultivades

d’aquesta varietat (DUN, 2022).

Comarca Hec.tarees Varietats
cultivades
Alt Camp 6.558 Macabeu Parellada Xarel-lo
Alt Emporda | 1.774,98 Garnatxa Carinyena Cabe_rnet
negra negra Sauvignon
Alt Penedés | 17.475,06 Xarel-lo Macabeu Parellada
Anoia 2.162,58 Macabeu Parellada Xarel-lo
Baix R 3.650,81 Xarel-lo Macabeu Parellada
Penedes
C d
onca R © 4.220,71 Trepat Macabeu Parellada
Barbera
Priorat 3.354,23 Gamatxa Carinyena ' ;s
negra negra
= Cabernet
Segria 1.960,24 Chardonnay | Xarel-lo .
Sauvignon
Tarragonés | 1.311,29 Macabeu Xarel-lo Parellada
Terra Alta 6.025,55 Gamatxa Garnatxa Macabeu
blanca negra
Urgell 1.338,93 Parellada Macabeu Ull de llebre
Urgell 1.338,93 Parellada Macabeu Ull de llebre

4.2. Diversitat genética en les varietats cultivades

La diversitat genetica en les varietats cultivades (vitis vinifera) és bastant amplia.
S’estima que existeixen entre 6.000 i 10.000 cultivars arreu del mon,
principalment en col-leccions de vinya. 11.000 varietats sén descrites al Vitis
International Variety Catalogue (Manual et al., 2008).
La diversitat cultivada s’ha preservat gairebé intacta degut a la multiplicacié
vegetativa, fet que ha permés conservar cultivars durant segles. L’analisi del
polimorfisme a nivell molecular pot permetre reduir bastant el nimero de varietats
diferents, ja que hi ha una gran abundancia de sinonimies i homonimies (és a
dir, duplicats) entre el material vegetal conservat en bancs de germoplasma (This
et al., 2006). En un treball publicat per Martin et al. (2003) es van caracteritzar
318 accessions de vinya del banc de germoplasma de El Encin (IMIDRA) fent
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servir marcadors moleculars de tipus microsatelits i van identificar un nimero de
genotips diferents equivalents a quasi la meitat (55,3%). En concret es van
diferenciar 176 genotips diferents entre totes les accessions analitzades. En un
altre article publicat per Laucou et al. (2011) van analitzar 4370 accessions
corresponents a 3.727 accessions de Vitis vinifera ssp. sativa, 80 individus de
Vitis vinifera ssp. sylvestris, 364 accessions d’hibrids inter-especifics i 199
accessions de porta-empelts conservades al banc de germoplasma del INRA
“‘Domaine de Vassal”. L'estudi del polimorfisme amb 20 microsatelits va permetre
identificar un total de 2.836 genotips diferents que corresponien al 64,9% de les
accessions analitzades. Per tant, com mostren aquests estudis, tot i existir un
gran nombre de noms designant varietats, podem estimar que gairebé el 50% de
la diversitat estimada en base al nom de les varietats és, de fet, un artefacte
linguistic i son duplicats d’altres varietats.

5. Genoma de Vitis vinifera

Tot i que ja es practicava la millora genetica en altres cultius, va ser sobre els
inicis del segle XIX quan es va comencgar a desenvolupar a la vinya a Nord-
Ameérica. | va ser cap al 1822 quan investigadors de la Universitat de Hardvard
van comengar a recomanar I'us del desenvolupament d’hibrids entre vinyes
europees i americanes. Va ser degut a la invasio de la fil-loxera quan es va
comencar a investigar sobre la millora genetica de la vinya a Europa, les
investigacions meés importants, les quals van ser al 1824 quan Louis Bouschet
va obtenir la varietat “Petit Bouschet” i posteriorment el seu fill va obtenir la
varietat Garnatxa Tintorera (Santiago et al., 2008). A partir d’aquells anys la
millora genética en la vinya va comencar a fer-se un nom en el mon de la millora
vegetal i va impulsar I'estudi del genoma de la vinya per mitja dels mapes
genetics.

El primer mapa genétic que es va construir de la vinya va ser publicat 'any 1995
per Lodhi i col-laboradors, a I'article “A marker based linkage map of Vitis” (Lodhi
et al., 1995). El principal motiu que va generar la necessitat de I'elaboracié d’'un
mapa geneétic va ser l'inici de la investigacio sobre la millora genética d’aquesta
especie, i era necessari un mapa genetic. Per poder-lo elaborar es va utilitzar
seleccio assistida per mitja de mapes de lligament mitjangant I's de marcadors
per la técnica de Polimorfismes de longitud de fragments de restriccié (RFLP, de
I'angles Restriction Fragment Length Polymorphism) (Lodhi et al., 1995).

El genoma de Vitis vinifera es bastant complex, i el nUmero exacte de gens pot
variar segons les fonts i les versions del genoma que s’utilitzin. El genoma de
referencia actual es 'anomenat PN40024. S’ha estimat que conté al voltant de
30.000 a 40.000 gens codificadors de proteines, i al voltant de 487 milions de
parells de bases (Mb) (NCBI). Les versions anteriors del genoma de referencia
de la vinya consisteixen tipicament en milers de fragments als quals els falten
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centromers i telomers, la qual cosa limita I'accessibilitat de les sequéncies
repetitives, les regions centromeriques i telomeriques, i lI'estudi de I'herencia
d'importants caracters agronomics en aquestes regions (Shi et al., 2023). Bona
part d’aquests treballs incloien el desenvolupament de marcadors moleculars,
fragments de ADN repartits pel genoma dels quals es podia determinar la seva
distancia i que permetien construir mapes genétics que s’han acabat saturant
(figura 3). Es en aquest nou article “The complete reference genome for
grapevine (Vitis vinifera L.) genetics and breeding” (Shi et al., 2023) on completen
el genoma de referéncia.
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Figura 2. Mapa integrat que mostra la mida i la distribuci6 de marcadors
moleculars (linies negres) en els 19 grups de lligament. La distancia a I'escala
vertical esta en cM (céntimorgans) (Zhu et al., 2018).

A més a més, en els ultims anys s’han generat assemblatges genomics
de diversos cultivars de vinya com els de 'Cabernet Sauvignon' (Minio et al.,
2022), 'Chardonnay' (Zhou et al., 2019) o ‘Carménere’ (Minio et al., 2019). Com
gue la vinya és una planta dicotiledonia model en els arbres fruiters, el seu
genoma d'alta qualitat facilitara enormement la investigacié sobre la funcié
genica, l'estructura genetica i l'evoluci6 de les espécies del
genere Vitis i especies del grup de les eudicototiledonies (Shi et al., 2023). Vitis
vinifera presenta un total de 35.134 gens codificants (Ensembl Plants).
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6. Objectius de millora actuals

A diferéncia d’altres espécies cultivades on l'obtencié de varietats amb
resisténcies a diferents patogens, o fins i tot la millora de les qualitats del fruit, la
millora genética ha estat el procediment més habitual, en el cas de la vinya no
ha sigut aixi. Probablement degut a les peculiaritats legislatives i comercials del
vi, en les que es condiciona les varietats a cultivar en cada una de les zones de
produccid. Aixo va lligat a la a la qualitat i tipicitat dels vins en cada una de les
zones geografiques de produccio (Denominacions d’Origen Geografic Protegies,
IGP, DO, DQO, ...). Han sigut factors com el canvi climatic, 'augment de plagues
I malalties, i el poder aconseguir produccions més sostenibles el que ha fet
replantejar-se al sector comencar a investigar la possibilitat de fer millora en
vinya i incorporar varietats modernes a la produccio de vi.

De fet les ultimes publicacions en revistes del mén del vi, com “infowine”
(InfoWine: Internet Journal of Viticulture and Oenology) apunten que el futur de
la vitivinicultura passa per adaptar-se mitjancant la millora genética a les noves
condicions de creixement associades a un augment de la temperatura, de la
concentracio de COz alteracions en el regim hidric historic de les zones de cultiu.
Aquests canvis climatics poden comportar 'aparicié de nous patdgens i plagues
0 malalties i canvis en el metabolisme del fruit que afectin a la qualitat del raim i
en consequencia del vi.

6.1. Millora per tolerancia a estressos
6.1.1. Estressos biotics

Els problemes que pot arribar a patir la vinya, poden ser deguts a un estres de
tipus bidtic o abiodtic. L’estrés bidtic esta relacionat amb les infeccions causades
per organismes fitopatdogens com les bactéries, nematodes, fongs, oomicets i
virus, entre altres. Aquests patogens obtenen els elements necessaris pel seu
creixement i la reproducci6 dels hostes de la planta, causant-li a aquesta danys
qgue poden arribar a ser irremeiables (Armijo et al., 2016). Les pérdues
ocasionades, a Espafia, per les malalties causades per fongs i virus son molt
limitants en el cultiu de la vinya, ocasionant fins a un maxim d’'un 80% de pérdues
en una collita o reduint-ne la qualitat d’aquesta. S’estima, pero, que anualment
plagues i malalties provoquen la pérdua (mortalitat) d’'un 5% de ceps adults. Tot
aixd comporta a un increment dels costos de produccid i reduccié del vigor i
longevitat de les plantes cultivades (Giralda et al., 2021).
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Alguns dels fitopatdgens més comuns a la vinya sén:

- La podridura grisa del raim (Botrytis cinerea), es tracta d’'un fong que
ataca un ampli espectre d’espécies vegetals on es pot veure una
necrosis del teixit foliar i del fruit que es manifesta amb una podridura
gris, tova i aguosa.

- L'oidi (Uncinula necator), és una malaltia fungica d’espécies del
genere Vitis la qual es manifesta amb unes tagues blanques.

- El mildiu (Plasmopara viticola) que és un parasit obligat que es
desenvolupa als teixits de la vinya (CORFO)

Hi ha dos gens que estan involucrats en la resposta a estressos biotics com
abiodtics, aquest son anomenats VvBSL1 i VVBSL2 que pertanyen a la familia de
factors de transcripci6 R2R3MYB (Acevedo et al., 2014). En aquest article, fan
us de la RT-PCR van determinar que VVBSL1 es induit tant per la infeccio per
Botrytis cinérea, Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) i salinitat. AL
igual que els nivells de transcrit de VVBSL2 son augmentats també en elevada
radiacio UV-B i salinitat.

També s’ha estudiat diferents locis com poden ser RUN1 i REN1 que ofereixen
resisténcia a I'oidi (Carrera et al., 2017)

6.1.2. Estressos abiotics

En canvi I'estrés abiodtic esta relacionat amb els canvis ambientals als que esta
exposada la vinya, com son per exemple els regims hidrics, la deficiéncia o excés
de nutrients, el calor extrem o les baixes temperatures, excés de llum o deficit
d’aquesta (Keller et al., 2015). Els estressos abiotics, al igual que els bidtics, tenen
una repercussio a la planta, i aquesta reacciona de certa manera depenent del
tipus d’estres a la que es sotmet. Quan qualsevol planta es veu sotmesa a un
estrés es reprodueix una resposta hormonal en cascada per poder protegir-se.
Ferrandino i Lovisolo (2014) estudien les respostes de la vinya als principals
factors abiotics, destacant el paper de I'acid abscisic en el control dels efectes
de I'estres ambiental sobre el metabolisme secundari, especialment en la vinya.

S’han estudiat I'ls de proteines de xoc térmic (Heat Shock Proteins, HSP) que
sén un tipus de proteines essencials per la sintesis, proteccié o transport entre
altres, en condicions normals i d'estrés (Munoz, 2010). Degut a la poca
investigacio que hi ha sobretot en aquesta espécie, no hi ha molta informacio
sobre gens que confereixen tolerancia a estressos abiotics.

Escola d’Enginyeria Agroalimentaria i de Biosistemes de Barcelona e e ab bl
UPC - BarcelonaTech



Estat de I'art de la millora genética de varietats de vinya 19

7. Métodes de millora

La millora de les espécies vegetals en general és una practica que ha tingut com
a resultat la generacié de plantes que presenten combinacions noves de
caracters i/o caracters nous. Principalment s’ha fet servir per poder obtenir
plantes de més qualitat, amb més rendiment o més resistents a diferents
condicions ambientals 1 patogens. Hi ha diferents técniques per obtenir
variabilitat genética, a partir de mutacions produides a I'atzar o de manera
induida. Actualment hi ha moltes més opcions per poder editar especialment la
part del genoma que esta involucrada en un procés o resposta que sigui d’interés
i poder obtenir de manera més rapida i eficient les plantes desitjades. Hi ha molts
tipus de metodes de millora vegetals, com poden ser la seleccié massal, la
mutagenesis, la variacié soma-clona o 'embriogénesi somatica, entre d’altres.

7.1. Seleccié massal

La seleccié massal és una tecnica de millora genéetica de la vinya que consisteix
en seleccionar individus dins d’'una parcel-la on existeix variabilitat genetica i
basant-se en el seu fenotip. Un cop seleccionades les plantes més interessants
es multiplica el material vegetal d’interes per reproduccio sexual. A diferéncia de
la selecci6 clonal, que busca obtenir plantes genéticament idéentiques, la seleccié
massal busca conservar i millorar la diversitat genética d’'una varietat en concret.
La vinya principalment es multiplica per clonacio, ja que al dur a terme la selecci6
massal s’obté descendéncia per reproduccié sexual, generant noves
combinacions al-leéliques, sobre la qual es pot dur a terme la seleccié sobre la
diversitat de fenotips obtinguda. Una vegada identificat un fenotip d’interes es
multiplica per clonacio obtenint finalment una nova varietat. Aquest procés es
duu a terme seleccionant plantes amb unes caracteristiques desitjables, com
poden ser la resistencia a malalties o infeccions, més rendiment, millor qualitat
del fruit o més bon sabor; tot depen de les caracteristiques que es busquin
millorar (Prieto, 2015).

7.2. Hibridacioé

Les hibridacions van ser de les primeres millores en vinya. Els creuaments entre
dos varietats o espéecies diferents de vinya, que poden donar lloc a plantes
capaces de produir raim de manera efectiva sense la necessitat d’'un procés de
creuament posterior s’anomenen hibrids productors directes. Aquests hibrids
poden ser especialment rellevants en I'agricultura ja que poder ser dissenyats
per poder tenir certes caracteristiques desitjables. Es a dir, s6n creuaments entre
especies que produeixen plantes amb la capacitat de produir fruits, en aquest
cas raim, o llavors de manera directa, sense la necessitat de creuaments
continus. Aquests van apareixer al 1900 pero actualment estan prohibits.
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Un exemple d’hibridacié és el Marselan i el Folignan, han estat inscrites per
I'INRA (Institut Nacional per la Investigacio Agronomica) al 1980 i han tingut molt
exit. Es important també senyalar que totes les varietats que seran proposades
per I'INRA en els propers 20 anys per poder ser admeses a Franca seran i
sempre han sigut obtingudes mitjancant metodes tradicionals de millora
genetica, per tant tota la investigacié que es duu a terme mitjancant métodes no
tradicionals es purament de recerca.

Figura 3. Fruit de la varietat Marselan a I'esquerra i del Folignan a la dreta
7.3. PIWIs (Pilzwiederstandsfahig)

En aquests Ultims anys, han aparegut diferents iniciatives per a la millora de
noves varietats resistents a factors biotics com el mildiu i I'oidi. Aquestes
varietats se les coneix amb el nom de varietats PIWI (Pilzwiederstandsfahig), que
es sinonim de resisténcia a fongs, entre els quals es troben els dos esmentats.
Aquestes varietats s’obtenen mitjangant creuaments inter-especifics entre la
varietat Vitis vinifera amb altres de Vitis ssp. (Barajas, 2022).

Aquestes varietats no pretenen proporcionar un cultiu lliure de tractaments
fitosanitaris, ja que és molt complicat poder aconseguir aquests resultats
mitjancant creuaments, i fins i tot la propia evolucié dels patdogens ho pot
complicar superant els mecanismes de resistencia que poden introduir-se en les
varietats. Per tant, amb aquestes noves varietats el que es vol aconseguir és
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poder reduir les aplicacions fitosanitaries, que a la seva vegada aconseguira un
benefici economic i ambiental.

Un llistat d’algunes varietats obtingudes serien les segients:
- Fleurtai (Blanca)
- Soreli (Blanca)
- Sauvignon Rytos (Blanca)
- Merlot Khorus (Negra)
- Merlot Kanthus (Negra)
- Cabernet Eidos (Negra)

Aquestes varietats han estat obtingudes per l'institut de Gendmica Aplicada i la
Universitat de Udine, a Italia. Algunes d’aquestes varietats ja han estat
autoritzades a Francga i Italia, tot i que a Espanya encara s’esta treballant per
aconseguir creuaments amb varietats autoctones (Barajas, 2022). A Franca
també s’han aprovat 4 varietats franceses PIWI (Artaban, Vidosc, Floreal i
Voltis), que han sigut classificades com Vitis vinifera. Aquest esdeveniment pot
donar lloc a una possible classificaci6 com a vi AOC (“Appellation d'Origine
Contrélée”). Fins i tot la Champagne ha aprovat la plantacio de fins a un 5% de
Voltis (Boiling, 2022).

7.4. Mutagénesis

La mutagenesis és un procés mitjancant el qual es produeixen canvis o
mutacions en el material genétic d’un organisme. Les mutacions en general,
poden ser de manera espontania o induida. L’espontania és el resultat d’errors
aleatoris que es produeixen durant la replicacio del ADN, mentre que la induida
€s causada per agents externs, com podrien ser productes quimics, certs virus
o radiacié. Aquesta ultima es fa servir de manera controlada en la investigacio
cientifica i amb aplicacions practiques com és la millora genética de cultius i la
produccié de plantes amb caracteristiques desitjables com podria ser la
resisténcia a malalties com ja s’ha comentat anteriorment, augmentar la
variabilitat o millorar la qualitat del fruit (Ahloowalia et al., 2001).

L'encreuament tradicional en espécies de cultius perennes de propagacio
vegetativa, com la vinya, esta subjecte a limitacions de temps i espai de
creixement, per tant la induccié de mutacions pot ser una estrategia de millora
valuosa (Predieri, 2001). Pot arribar a ser especialment aplicable sobretot en
programes on és important mantenir la identitat varietal i només millorar uns
aspectes especifics per arribar a produir vins de qualitat.
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Només existeix una mutacio que es va desenvolupar el 1986 a Russia, i és I'Unica
gque s'ha registrat fins ara a la base de dades de mutants de I'Agéncia
Internacional de I'Energia Atomica (IAEA) (base de mutants IAEA). L'objectiu de
provocar mutacions a la vinya és augmentar la variabilitat genética a partir de la
gual es poden seleccionar trets agronomics especifics.

7.5. Variaci6é soma-clonal

La variaci6 soma-clonal es [l'aparici6 de variabilitat genética en plantes
regenerades a partir de teixits vegetals cultivats in vitro, com poden ser ex-plants
o cal-lus. Aquests teixits vegetals se sotmeten a técniques de cultiu de teixits
com so6n la micropropagacié o I'embriogénesi somatica per poder generar
multiples plantes a partir d’un sol teixit. Es durant aquest procés de regeneracié
guan poden ocorrer canvis genetics o epigenetics en les cél-lules dels teixits
vegetals, resultant amb I'aparicié de fenotips o caracteristiques noves en les
plantes regenerades. Les variacions soma-clonals poden tenir les seves bases
en canvis epigenetics i ser inestables o poden derivar de canvis de cariotip, re-
ordenacions cromosomiques i mutacions géniques (Palombi et al., 2002).
Aquests canvis geneétics poden ser heretats i es produeixen amb una frequiéncia
superior a la que es produeixen espontaniament en llavors o plantes empeltades
(Prado et al., 2010).

Un altre tipus de variacié soma-clonal en la vinya pot venir de la separacié de
capes cel-lulars genotipicament diferents mitjancant I'embriogenesi somatica.
Per exemple, en la varietat '‘Brancellao’ es van produir la majoria de poliploides
(28,6%) dels sis cultivars espanyols de V. vinifera regenerats mitjancant
embriogénesi somatica (Prado et al., 2010). En les plantes cultivades al camp es
va mostrar mixo-ploidia.

7.6. Quimerisme alavinyaila segregacio de fenotips mitjancant
’embriogénesi somatica

El quimerisme és un fenomen genétic pel qual un organisme conté ceél-lules amb
diferents composicions genétiques. Aixo vol dir qgue un individu quimeric conté
cel-lules amb un conjunt de gens diferents al de les cél-lules presents en una
altra part del seu organisme. El quimerisme ocorre de manera genética, un
organisme es forma a partir de la fusié de dos embrions diferents en les primeres
etapes del desenvolupament, donant com a resultat un organisme amb cél-lules
amb material genetic procedent de dos embrions. També existeix el quimerisme
adquirit, que succeeix quan les cél-lules d’'un organisme es fusionen amb
cél-lules d’un altre organisme, ja sigui de la mateixa especie o d’'una altra; aquest
fenomen podria ocorrer en casos de trasplantaments de teixits.
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L’embriogénesi somatica pot provocar canvis importants en la composicio
genetica de cultius propagats clonalment com la vinya; aixd és degut a
l'existéncia de cultivars que tenen quimeres. Les espécies dicotiledonies
generalment tenen tres capes cel-lulars diferents en els seus meristems apicals
gue donen lloc a diferents teixits. En la vinya, es considera que el meristema
apical del brot esta format només per dues capes cel-lulars (L1 i L2) (Thompson
et al., 1963). Es poden identificar tres tipus diferents de quimeres basant-se en
la disposicio espacial de les capes cel-lulars geneticament diferents: periclinal,
mericlinal i sectorial (Marcotrigiano et al., 1995). Com que els embrions somatics
de la vinya es deriven de cel-lules individuals (Faure et al., 1996), la
embriogénesis somatica donara lloc a la separacié de les capes cel-lulars de la
quimera original que representa el clon i, per tant, les caracteristiques clonals no
es transferiran a la descendencia.

Franks et al. (2002) van demostrar aquest fenomen utilitzant marcadors
microsatel-lits a "Pinot Meunier". El locus VVS2 per a cadascuna de les quatre
accessions "Pinot Meunier" que van estudiar presentava tres al-lels, mentre que
les plantes de "Pinot Noir", "Pinot Gris" i "Pinot Blanc" tenien dos al-lels en aquest
locus. Aquest fenomen el van atribuir a una mutacié en un dels dos al-lels
(diploides) en una de les diferents capes cel-lulars de “Pinot Meunier” i al seu
manteniment mitjangant la propagacio vegetativa com en el cas d'una quimera
periclinal (Franks et al., 2002). Aixi, un dels al-lels originals, no el mutat, es
produira a les dues capes cel-lulars, mentre que l'al-lel mutat diferira entre les
dues capes cel-lulars, produint tres al-lels diferents a la planta. Van demostrar
gue mitjancant la embriogénesi somatica es poden regenerar dos morfotips a
partir de "Pinot Meunier": el "tipus nan" de la capa cel-lular L1 i el "tipus alt" que
s'assembla a "Pinot Meunier" de la capa L2, que té la mutacio al locus VVS2 que
el distingeix d'altres cultivars de Pinot (Franks et al., 2002). Tot i que no van
analitzar el quimerisme amb més detall, Franks et al. (2002) van trobar una
variacié similar en el lloc VVS19 a 'Primitivo di Giola'. Els filaments d'anteres
consisteixen en capes cel-lulars L1 i L2, i tots dos sén competents per formar
calls embriogenics (Franks et al., 2002).

Estudis més recents han confirmat que la variabilitat intra-cultivar tant a "Pinot
Noir" com a "Chardonnay" també es deu a mutacions a les dues capes cel-lulars
i, per tant, quimeriques (Bertsch et al., 2005). Per tant, cal tenir en compte la
possible naturalesa quimerica de molts cultivars antics de vinya, abans d'utilitzar
I'embriogénesi somatica per a la micro-propagacio, la conservacié genetica o la
transformacié. Sens dubte I'embriogénesi somatica €s una eina important per
augmentar la comprensié de la composicio genética i I'origen dels conreus antics
i les relacions entre ells (Riaz et al., 2002).
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7.7. Enginyeria genética

Actualment es poden introduir i expressar segments d’ADN de manera transitoria
o estable en diferents varietats, cosa que ofereix una possibilitat extraordinaria
per poder investigar la base molecular de processos importants que han estat
dificultosos d'investigar mitjancant métodes convencionals, com serien les
complexes vies de transduccié de senyals i les jerarquies de regulacio genetica
gue s’oculten a les interaccions planta-patogen, el desenvolupament del fruit, la
senescencia i altres processos fisiologics importants.

Els protocols de transformacio de plantes estables es basen en la introduccio
d'ADN a les cél-lules vegetals, seguida de la proliferacio cel-lular i la regeneracié
de plantes senceres. Per tant, sGn necessaris dos requisits previs essencials per
als protocols de transformacio de plantes: un metode eficient per introduir ADN
ales cel-lules vegetals i la disponibilitat de cél-lules o teixits que puguin regenerar
plantes senceres de manera facil i reproduible (Carimi et al., 2012).

Tot i que en els ultims anys s’han fet grans avencos en la transformacio genetica
de la vinya com son els treballs de Gabriela Paz Madrid (2018) o de Susan Ingrid
Araya (2006), ambdos de la Universitat de Concepcion de Chile. No obstant,
encara s'esta esperant un protocol de transformacio i regeneracié senzill i
ampliament aplicable. Com que no hi ha métodes universalment aplicables per
a la transformaci6 de Vitis, cal adaptar els protocols per a cada genotip i teixit.

La transformacié estable i heretable s'ha aconseguit amb exit, mitjancant la
integracio d’Agrobacterium tumefaciens o mitjancant el lliurament de gens
biolistics, tot i que amb una freqiiéncia de recuperacié molt baixa per diverses
varietats importants (Carimi et al., 2012). A més, s'han desenvolupat nous
protocols de transformacio basats en l'agro-infiltracié de fulles de vinya in vitro
(Zottini et al., 2008). Aquest méetode es pot considerar una eina Gtil per a diversos
proposits: per estudiar els mecanismes de silenciament de gens resistents (gen
que confereix resisténcia a certs tractaments, condicions o agents externs a un
organisme), per caracteritzar els factors promotors i de transcripcio in vivo, per
investigar la localitzacio sub-cel-lular i el trafic intracel-lular de productes génics
0 com a eina per investigar la biofisica dels canals ionics de les plantes.
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Hi ha hagut diversos investigadors que han proporcionat informacié sobre
I'efecte de diferents factors que poden arribar a afectar a la regeneracio i
transformacié deguda al Agrobacterium en la vinya. Alguns dels factors més
importants inclouen:

- Lainteraccio entre el genotip i I'ex-plant

- La soca d’Agrobacterium

- El gen marcador

- Les condicions d’inoculacio i cultiu

- El medi de cultiu i la regeneracio de teixits

Tot i que al final els dos factors clau per la produccié beneficiosa de la vinya
transgéenica son el genotip i el tipus d’ex-plant utilitzat com a teixit diana. La
interaccié entre aquests dos parametres pot afectar fortament I'eficiéncia de la
transformacio, ja que les cel-lules diana han de ser competents per a la
transformacid i per a la posterior regeneracio de les plantes (Prado et al., 2010).
Per exemple, l'eficiencia en la transferéncia d'ADN per organogenesi esta
restringida per les diferéncies cel-lulars en la sensibilitat d'Agrobacterium i la
capacitat regenerativa (Colby et al., 1991).

§|lf|nif'\naf "{-PNA plasmid Tallar el Plasmid Introduir eI fragment de DNA
e la bacteria amb una enzima al Plasmid
Agrobacterium tumefaciens ) Recombinant
Ti Plasmid DNA Plasmid
fragment
Insertar el Ti plasmid recombinant a la bactéria //
7~ ///
i
[

T-ADN porta gen inserit
incorporat al
cromosoma de cél-lules
vegetals

Cultivar-ho

Figura 4. Resum del procés denginyeria genética mitjangant [I'us
d’Agrobacterium.

Un exemple de I'is de I'enginyeria genética seria el treball de Dai et al., (2016).
En aquest treball aillen i caracteritzen una proteina d’'una espécie silvestre de
Vitis que mostra una transcripcié molt elevada després d’una infeccié per mildiu.
Van sobre-expressar el gen encarregat de produir aquesta proteina mitjancant
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una transformacié mediada per Agrobacterium tumefaciens veient finalment un
augment de la resistencia a aquesta malaltia.

Un altre treball relacionat seria el de Cheng et al. (2016), en el qual també es
centren en sobre-expressar un gen relacionat a oferir resistéencia al mildiu
mitjangant I'us d’Agrobacterium.

Actualment no hi ha plantacions de vinya transgenica cultivada per a I'is
alimentari: per ara tot es limita a la investigacio.

8. Integracié de noves biotecnologies en programes de millora
genetica

8.1. Invitro

El cultiu in vitro és una técnica utilitzada per al creixement i desenvolupament de
cél-lules, teixits o organismes en condicions controlades fora del seu entorn
natural, generalment en un medi de cultiu estéril. Té moltes aplicacions diferents
perd unes de les més utilitzades és la propagacié de plantes, la conservacio
d’espécies en perill d’extincio o la modificacid genica per obtenir diferents
varietats com ja s’ha comentat anteriorment.

El cultiu de céel-lules de vinya va ser descrit per primera vegada per Morel (1944)
i des de llavors s’han descrit casos de regeneracio d’arrels per Fallot (1955) o
regeneracié d’embrions somatics a partir d’ovuls no fecundats per Mullins i
Srinivasan (1976). Posteriorment aquests dos investigadors van introduir la
organogenesis a partir de cal-lus de diferents cultivars hibrids.

La regeneracié de brots s’ha obtingut a partir de diferents tipus d’érgans, com
poden ser apexs de brots fragmentats o fulles joves extirpades de brots axil-lars.
Un nou métode que s’ha adoptat fa pocs anys, i que es util per la propagacié es
basa en la formacié de teixit meristematic a granel amb una alta capacitat
regenerativa, obtingut a partir de brots adventicis (Carimi et al., 2012).
“L'organogenesi vegetal és el procés pel qual es produeixen nous organs a partir
de teixits cultivats en condicions fisiques i quimiques especifiques” (Thorpe,
1980). Es possible observar organogénesi directa o indirecta en preséncia o
abséncia de call. L'organogénesi directa s'ha descrit en diversos cultivars de V.
vinifera a partir de diferents tipus d'ex-plants (Stamp et al., 1990). L'éxit depén
estrictament del genotip, com s'ha observat també en moltes altres espécies
llenyoses i no llenyoses (Carimi et al., 2012).

El cultiu en vitro es necessari dur-lo a terme en moltes técniques de millora com
pot ser la variacido soma-clonal, la mutagénesis o I'enginyeria genética.
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8.2. CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats)

La transformacio genetica també es pot fer servir en programes de cultiu com
una eina addicional per millorar diferents caracteristiques d’interés a través de la
enginyeria genética. La majoria de casos modificats geneticament actuals s’han
portat a terme mitjancant la tecnica del CRISPR, ja que es la Unica que encara
no esta regulada per la llei com un organisme genéticament modificat.

CRISPR/Cas9 és una nova técnica d’edicid génica que permet realitzar
modificacions precises a I'’ADN de diferents organismes, inclosos plantes,
animals o microorganismes. El mecanisme CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) o també anomenat Repeticions
Palindromiques Curtes Agrupades i Regularment Espaiades es va descobrir
gracies a l'estudi de les bacteries Streptococcus pyogenes. La Cas9 és una
endonucleasa associada a CRISPR, coneguda per actuar a mode de tisores
moleculars, ja que talla i edita el ADN. El procés consta de dos etapes, en la
primera el ARN guia s’associa a I'enzim Cas9, aquest ARN és especific d’'una
sequéncia concreta de ADN, de tal manera que s’hibridara. A continuacié actua
Cas9 tallant el ADN i la segona etapa es on actua el mecanisme indel (insercio-
delecid). Aquest just després del tall produit per Cas9 insereix uns nucleotids
més o n’elimina, creant aixi una pérdua de la funcié original de la sequéncia
d’aquell segment de ADN. Les funcions d’aquesta eina son principalment regular
I'expressid genica, identificar i modificar funcions de gens i alhora poder corregir-
los.

Cas9

tracrRNA

T

Figura 5. Dibuix explicatiu del funcionament de Cas9

Actualment en Vitis vinifera s’estan duent a terme diferents investigacions per
poder fer varietats resistents al mildiu modificant el gen VvPR4b, com per
exemple en l'article “CRISPR/Cas9-mediated VVPR4b editing decreases downy
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mildew resistance in grapevine (Vitis vinifera L.)” (Li et al., 2020). En aquest
article demostren que, mitjancant tecniques de modificacio genetica per disminuir
I'activitat del gen VvPR4b, hi ha una disminuci6 de la resisténcia al mildiu. Aquest
fet demostra que aquest gen en concret és essencial per a la resisténcia de la
vinya a aquesta malaltia.

Altres grups de recerca han publicat articles com “CRISPR/Cas9-mediated
mutagenesis of VvbZIP36 promotes anthocyanin accumulation in grapevine (Vitis
vinifera)” (Tu et al., 2022) en el qual treballen amb I'acumulacié d’antocianines a
la vinya ja que sén un regulador de moltes funcions biologiques de la vinya,
incloent-hi la pigmentacio del fruit, fent que aquest s’intensifiqui.
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9. Conclusions i perspectives de futur

El vi elaborat a partir de Vitis vinifera és apreciat per la seva llarga historia i
tradicié en les cultures europees, ja que contribueix a mantenir una cultura
propia. Es per aquesta raé que, en el passat, les motivacions per la millora
varietal en aquesta especies eren practicament nul-les, donat que les varietats
historiques o tradicionals representaven la identitat dels territoris. No va ser fins
a l'arribada de la fil-loxera que va sorgir la necessitat d’'implementar programes
de millora genética per avancar en I'agronomia del cultiu. Aixo va donar origen a
I'is del porta-empelt, essent una de les primeres millores genetiques modernes
aplicades a la vinya.

Les varietats cultivades actualment arreu del méon son moltes, pero sén el
cabernet sauvignon, el merlot, el temppranillo i 'Airén les mes extenses. A nivell
nacional la varietat més extensa és el tempranillo, seguit de I'airén i en tercer lloc
la garnatxa negra.

Actualment, per mantenir aquest valor associat al terroir, s’ha mantingut el cultiu
de les varietats autoctones, creant-se aixi un fort lligam entre consumidors i les
varietats antigues. Cada vegada mes, la poblaciéo en general és conscient del
canvi climatic que estem patint i de com aixo afecta la vinya. Per aquest motiu,
s'esta incrementant la investigaci6 de la millora genética en viticultura.
Actualment hi ha diverses técniques de millora, alguns exemples en sén la
hibridacié, la mutagenesi, la variacié somaclonal, I'is de quimerismes i els PIWIs,
aixi com també la tecnologia CRISPR. No obstant aixo0, l'acceptacié actual
sembla restringir-se als PIWIs, ja que permeten crear varietats que conserven
les caracteristiques de les varietats autoctones, associades amb el terroir i la
gualitat organoleptica, alhora que ofereixen resisténcies a diferents malalties,
especialment el mildiu. Cal esmentar que el CRISPR encara esta pendent
d'aprovacio i pot ser una eina amb molt potencial per poder impulsar una nova
generacio de varietats de vinya millorades.

Actualment els esforcos dels programes de millora genética estan centrats en la
proteccié contra malalties com el mildiu. Un dels grans reptes actuals és I'Us
excessiu del coure com a producte de prevencié, el qual té repercussions
mediambientals importants. Aquest problema ha conduit a la necessitat
d'adoptar noves mesures, com ara I'is dels PIWIs en el cultiu.

Tot i els avencgos cientifics, hi ha molts obstacles legals que dificulten la
introduccié de noves varietats. Aquestes restriccions han limitat la investigacio
en aquest ambit. No obstant aix0, a mesura que el futur s'apropa, sera
necessari considerar canvis per proporcionar resisténcia als diferents factors
com soOn l'augment de temperatura, la sequedat o malalties com l'oidi i el
mildiu, que afecten la vinya.
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