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RESUMEN

El vino es una bebida altamente comercializada; en las ultimas tres décadas se ha observado un aumento en la
globalizacién de este producto. Las empresas vitivinicolas buscan nuevos avances tecnoldgicos que permitan au-
mentar la produccién de vino mediante el mejoramiento del cultivo de vides y el uso de estandares de calidad para
responder a la alta competitividad del mercado. Hoy en dia, la industria vitivinicola se enfrenta a problematicas
mundiales como el descenso del consumo y aumento de excedentes; por lo que se busca a futuro la obtencién de
productos mas competitivos, mejoras de calidad y tipicidad de los vinos. El objetivo de esta revision es recabar las
principales aplicaciones de la ingenieria genética y la biotecnologia aplicada a la viticultura. Desde los métodos
actuales de identificacién molecular de variedades de vid hasta la produccién de vinos botritizados mediante el
uso de técnicas microbioldgicas que permiten la infeccién de las uvas con el hongo Botrytis cinerea y el uso de
transgénicos, entre otros; tomando en cuenta la bioética y bioseguridad que debe estar presente en el desarrollo de
estas tecnologias innovadoras que impactan positivamente en el cultivo y produccidn de las variedades de vides.
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ABSTRACT

Wine is a highly commercialized product. In the last three decades there has been an increase in the globalization
of this product. Wine companies are looking for new technological advances that allow increasing wine production
by improving the cultivation of vines and the use of quality standards to respond to the high competitiveness of the
market. Nowadays, wine industry faces global problems such as decreased consumption and increased surpluses;
for this reason, the future seeks to obtain more competitive products, quality improvements and typicality of wines.
The objective of this review is to recover the main applications of genetic engineering and biotechnology applied to
viticulture. From the current methods of molecular identification of vine varieties, to the production of botrytised wi-
nes through the use of microbiological techniques that allow the infection of grapes with Botrytis cinerea fungus and
the use of transgenics, among others; taking into account the bioethics and biosafety which must be present in the
development of these innovative technologies that positively impact the cultivation and production of grape varieties.
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INTRODUCCION

El vino es un producto altamente consumido a nivel mundial
segun la Organizacion Internacional de la Vifia y el Vino (OIV).
Se estima que el consumo global en 2019 fue de 244 millo-
nes de hectolitros (hL) (OIV, 2020), y la produccién mundial
en 2018, excluyendo zumos y mostos, alcanza la cifra de 279
millones de hL; por lo que la industria vitivinicola es de gran
importancia econémica.

En las ultimas tres décadas se ha observado un aumento en
la globalizacion del vino, principalmente en el nimero de pai-
ses productores y exportadores: Estados Unidos, Argentina,
Chile, Nueva Zelanda, China, Sudafrica, entre otros (Medina-
Albaladejo et al., 2014). Las exportaciones mundiales aumen-
taron en las ultimas décadas de 2.61 millones de toneladas
en 1961-1965 pasaron a 4.31 millones en 1986-1990 y a 9.8
millones en 2010 (Medina-Albaladejo et al., 2014). Actualmen-
te los principales paises productores de vino en el mundo son
Italia, Francia, Espafia, Estados Unidos y Argentina (OIV, 2018).

En México la industria vitivinicola se ha incrementado gra-
cias a la demanda del vino, segun el Consejo Mexicano Viti-
vinicola (CMV, 2018); el consumo de vino pas6 de 450 mL en
2012 a 950 mL per cdpita en 2018. Se ha buscado incrementar
la produccidn de vino en nuestro pais ya que el producto gene-
rado actualmente solo satisface el 30% de la demanda inter-
na. Los 5 principales estados productores de vino en México
son: Coahuila, Querétaro, Baja California, Zacatecas y Aguas-
calientes (CMV, 2020).

Hoy en dia existe una alta competencia en la industria vitivi-
nicola tanto en México como en el mundo; por lo que se han
buscado nuevos conocimientos y tecnologias que permitan
aumentar la produccién de vino y alcanzar mayores estanda-
res internacionales de calidad.

El objetivo de esta revisién es recabar las principales apli-
caciones de la ingenieria genética y la biotecnologia que han
permitido obtener avances innovadores para el mejoramiento
de los cultivos, maximizar la produccién de vino y mantener la
competitividad mundial en la viticultura.

REVISION DE LITERATURA

En las udltimas décadas se han desarrollado avances inno-
vadores a nivel mundial, especificamente en genética y bio-
tecnologia. En el campo de la viticultura el aprovechamiento
de estos avances abarca desde nuevas técnicas moleculares
para la identificacion y diferenciacién de variedades de vid, el
uso de la microbiologia para aislar, purificar y utilizar un hongo
fitopatégeno para la produccion de vinos botritizados hasta
métodos enfocados a la agrobiotecnologia para acelerar el
desarrollo de plantas como es la micropropagacién y el uso
de transgénicos. De esta forma, se busca optimizar los culti-
vos y alcanzar estandares de calidad generando un impacto
positivo en la industria vitivinicola.

Métodos moleculares de identificacion de variedades de vid

Las grandes empresas productoras de vino buscan desarro-
llar nuevas estrategias que permitan diferenciarlos dentro del
mercado. La introduccion de nuevas variedades de uva es una
de estas estrategias (Lavarello et al., 2011).

La industria vitivinicola esta basada en la venta de cultivos
y especies de vid, gracias a su facil diseminacién se han ge-

nerado confusiones en su denominacion; de esta manera, una
misma variedad puede recibir diversos nombres en diferentes
zonas o paises donde se cultiva. En el mundo existen aproxi-
madamente 5.000 variedades de Vitis vinifera (Gomes et al.,
2018), la cual es considerada la especie mas dominante entre
las diferentes especies de vides cultivadas para la elaboracién
de vino (Troggio et al., 2008). Por lo que su correcta identifi-
cacién mediante métodos de biologia molecular con métodos
ampelograficos es importante para su denominacion y venta
de producto en el mercado.

Se han implementado normas internacionales como el C6-
digo Internacional de Practicas Enolégicas y la Norma Inter-
nacional para el Etiquetado de Vinos de la OIV (OIV, 2019); las
cuales permiten regular el proceso de produccion, empaque-
tado y delimitar especificaciones sobre el etiquetado del pro-
ducto final. Dentro del etiquetado debe de ir especificado la
denominacion del producto (OIV, 2015).

En la actualidad, la ampelografia practica se usa como un
método complementario de identificacion (Ruiz, 2019); por lo
que para poder llevar a cabo una denominaciéon mas detallada
y certera del género, especie, y variedad de la vid se utilizan
métodos de biologia molecular.

La identificacion y designacién correcta de la variedad de
la vid es un requerimiento necesario para los productores vini-
colas, puesto que permite conservar variedades tradicionales
que se han mantenido en denominaciones de origen durante
siglos debido a alguna caracteristica. Asimismo, permite la co-
rreccion de sinonimias, las cuales son frecuentes en el ambito
de la viticultura, la conservacién de germoplasmay el correcto
etiquetado del producto. Existen varios métodos de identifica-
cién de variedades de vides; sin embargo, el mas utilizado en la
actualidad es la identificacion de marcadores genéticos cono-
cidos como secuencias repetidas cortas (SSR) o también co-
munmente llamados microsatélites (San Pedro-Galan, 2017).

Secuencias repetidas cortas o microsatélites (SSR)

Los SSR son unidades cortas de uno a seis pares de bases
que se encuentran repetidos en tdndem en el genoma de los
organismos eucariontes (Picd-Sirvent et al., 2012); son alta-
mente variables en su longitud entre los diferentes alelos de
un mismo locus (sitio en el genoma). El uso de este méto-
do molecular de identificaciéon se apoya principalmente en la
amplificacion de las secuencias mediante el uso de PCR (Re-
accion en Cadena de la Polimerasa), la cual utiliza primers o
cebadores complementarios a las secuencias conservadas de
interés (Pérez de Castro, 2011).

La OIV ha propuesto un protocolo de identificacién de varie-
dades de vid (Vitis vinifera) mediante el uso de nueve diferentes
SSR (OIV, 2019) con el fin de uniformar los criterios internacio-
nales, asi como para revisar denominaciones varietales. Existen
mas marcadores SSR, sin embargo, nueve microsatélites permi-
ten diferenciar entre una variedad de Vitis vinifera y otra gracias
a su alta capacidad de discrepancia a diferencia de los demas.
Los nueve determinados por la OIV (tabla 1) son los marcadores
necesarios para obtener la validacion de los datos (OIV, 2019).

El uso de los marcadores genéticos SSR es el método es-
tandar designado por la OIV (OIV, 2019). Sin embargo, el
desarrollo de técnicas y métodos novedosas han generado
nuevas propuestas como la identificacion de variedades me-
diante el uso de SNP (por sus siglas en inglés, Single Nucleo-
tide Polymorphisms).
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Locus ‘L(\:;,I;’ Cebadores (5'-3'y 3'-5) Repetido Referencia
VVMDS 226-  5- CTAGAGCTACGCCAATCCAA -3' (CT),AT(CT),, (Bowers et al.,
246  3- TATACCAAAAATCATATTCCTAAA -5 ATAS(AT), 1996)
VVMD7 231-  5- AGAGTTGCGGAGAACAGGAT -3’ ©n (Bowers et al.,
265  3- CGAACCTTCACACGCTTGAT -5 145 1996)
171-  5- GTACCAGATCTGAATACATCCGTAAGT-3'
VVMD27 219 3- ACGGGTATAGAGCAAACGGTGT -5’ No reportado (OIV, 2001)
Ws2 123-  5- CAGCCCGTAAATGTATCCATC -3 A) (Thomas et al.,
162 3~ AAATTCAAAATTCTAATTCAACTGG -5' 2 1993)
235-  5- AGATTGTGGAGGAGGGAACAAACCG -3 (Sefc et al.,
SSIVIZAG79 262  3-TGCCCCCATTTTCAAACTCCCTTCC -5' (GA),, 1999)
174-  5- GGTGAAATGGGCACCGAACACACGC -3' (Sefc et
SSTVIZAG62 220  3- CCATGTCTCTCCTCAGCTTCTCAGC -5 (GA),, al, 1999)
239-  5- TATGATTTTTTAGGGGGGTGAGG -3’ (Bowers et al.,
VVMD32 273 3- GGAAAGATGGGATGACTCGC -5' No reportado 1999)
243-  5- TTCCGTTAAAGCAAAAGAAAAAGG -3’ (Bowers et al.,
VVMD25 275  3- TTGGATTTGAAATTTATTGAGGGG -5' No reportado 1999)
VVMD28 221-  5- AACAATTCAATGAAAAGAGAGAGAGAGA -3’ No reportado (Bowers et al.,

279 3’- TCATCAATTTCGTATCTCTATTTGCTG -5’

1999)

Tabla 1. Marcadores SSR para la identificacién de variedades de Vitis vinifera L.

pb: pares de bases.

Polimorfismos de nucleétido tinico (SNP)

Los polimorfismos de nucleétido tnico (SNP) han surgido
como una alternativa viable para una identificacion mas ra-
pida y eficaz (Ibafez et al., 2010). Estos polimorfismos son
mutaciones que se pueden encontrar en cualquier parte del
genoma de un organismo y son caracteristicos por presentar
un cambio en una sola base nitrogenada en un sitio especifico
(Ramirez-Bello et al., 2013). Gracias a la secuenciacion del ge-
noma completo de la vid en 2007 (Jaillon et al., 2007) se han
identificado gran variedad de SNP, facilitando de esta forma la
diferenciacion entre variedades.

El método de identificacion de SNP se apoya en el uso de mi-
croarreglos de ADN, su frecuencia en el genoma de la vid es
muy alta y se necesita una herramienta que pueda acelerar el
proceso. Estos microarreglos estan basados en el uso de biblio-
tecas de ADNc (complementario) que se realiza a partir de la
retrotranscripcion de los RNAm del organismo y posteriormen-
te las secuencias complementarias se almacenan en un vec-
tor. Estas bibliotecas de ADNc son de gran importancia porque
permiten la impresién de los microarreglos; y estos son usados
para agilizar el andlisis de la expresién génica de una muestra
(Martinez-Hernandez et al., 2010). El fundamento principal de
los microarreglos es hibridar moléculas complementarias de
ADNc entre si, identificarlas mediante marcaje fluorescente y
medir la presencia e intensidad de la expresién del gen diana
(Heidari, 2019); que en este caso contiene a los SNP.

Un microarreglo comun tiene una superficie aproximada
de 2x2 cm, el cual puede contener aproximadamente 10.000
moléculas diana para su analisis. Debido a esto, los microa-
rreglos de SNP han surgido como una herramienta novedo-

sa para aumentar la rapidez y eficacia de la identificacion de
variedades de vid; asi como aplicarse para la generacion de
mapas gendomicos y determinar relaciones genéticas entre va-
riedades (Laucou et al., 2018).

Agrobiotecnologia aplicada a la viticultura

El crecimiento lento de algunas variedades de plantas es una
limitante importante para la industria tanto alimenticia como
ornamental (Dominguez-Rosales et al., 2008). La biotecno-
logia ha permitido desarrollar nuevas técnicas de cultivo de
plantas con la finalidad de maximizar la produccién y evitar el
desabastecimiento de productos en el mercado.

Micropropagacion

El cultivo in vitro se caracteriza por mantener un ambiente
aséptico, asi como, factores fisicos y quimicos controlados
que son fundamentales y que nos permiten desarrollar plantas
de forma especifica, es decir, implementar un ambiente artifi-
cial para el cultivo de plantas.

Dentro de las principales técnicas de cultivo in vitro de plan-
tas se encuentra la micropropagacién. Esta técnica consiste
en la propagacién de material vegetal deseable mediante ex-
plantes obtenidos a partir de una planta madre; utilizando un
medio de cultivo adecuado que satisfaga las necesidades nu-
trimentales de la planta (Mroginski et al., 2010).

Una de las mas grandes ventajas que tiene esta técnica es la
capacidad de aumentar significativamente la produccion de una
planta especifica; la reduccién de espacio de trabajo y control de
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las condiciones de crecimiento. La micropropagacion estd basa-
da en la caracteristica de totipotencia de las células vegetales, en
la que una célula tiene la capacidad de regenerar un organismo
vegetal completo (Calva-Calva et al., 2005); debido a esta propie-
dad se pueden someter las células a estimulos adecuados para
la diferenciacién especifica hacia diversos tejidos, como, por
ejemplo, raices, tallo o embriones (Olmos et al., 2010).

Actualmente esta técnica se ha aplicado a la viticultura con
la finalidad de micropropagar Vitis vinifera y optimizar su cul-
tivo. En Etiopia (Kinfe et al., 2017) se han realizado técnicas de
micropropagacion en variedades de Vitis vinifera, especifica-
mente “Chenin blanc”, “Ugni blanc” y “Canonnanon” utilizando
nédulos como explantes, medio Murishage y Skoog (MS) y la
adicion de fitohormonas como BAP (6-bencilaminopurina), los
cuales tuvieron un crecimiento exitoso en cuatro semanas; es-
tas plantulas se trasplantaron a suelo donde se llevé a cabo
el proceso de aclimatacion. Sin embargo, se pueden utilizar
diversos tipos de explantes para propagar Vitis vinifera, como,
por ejemplo, hojas jévenes para induccion de callos (Kumsa et
al., 2019) y brotes laterales (Melyan et al., 2015).

Figura 1. Cultivo in vitro de Vitis vinifera (Martinez, 2019).

En Espaiia se ha establecido un protocolo de micropropaga-
cion exitoso de Vitis vinifera para la variedad “Monastrell” uti-
lizando brotes como explantes; en el cual compararon el uso
del medio W (medio basal de planta lefiosa Lloyd y McCown)
y el medio MS, ambos adicionados con BAP por un periodo de
30 dias; siendo el cultivo con medio W el mas eficiente para
la induccién de brotes (San Pedro-Galan, 2017); pudiéndose
obtener alrededor de 10.000 plantas en siete meses a partir de
una sola planta madre.

En algunos paises, como México, se han utilizado yemas axi-
lares y meristemos como explantes para la micropropagacion
in vitro de las variedades Cabernet Sauvignon y Merlot en me-
dio MS adicionado con fitohormonas, teniendo mejores resul-
tados con una concentraciéon de 1,0 mg/L de BAP (Cavazos-
Galindo et al., 2018). Debido a los avances en biotecnologia
vegetal a nivel mundial, la micropropagacion se ha establecido
como una técnica viable para el cultivo in vitro, conservacion y
mejoramiento de Vitis vinifera, sin embargo; se deben realizar
mas investigaciones para obtener protocolos éptimos de cre-
cimiento y desarrollo para variedades especificas.

Produccion de vinos botritizados

El uso de microorganismos de interés industrial es una de las
principales aplicaciones de la biotecnologia; este es el caso de
Botrytis cinerea. Este microorganismo es un hongo filamento-
so perteneciente a la familia Sclerotinicaeae, capaz de infectar
a mas de 230 especies de plantas huéspedes entre ellas la
planta de la vid generando la enfermedad conocida como po-
dredumbre gris (Elad et al., 2004). B. cinerea es un fitopatdge-
no al cual se le ha encontrado un interés particular en la indus-
tria vitivinicola; durante su ciclo de infeccion, el hongo infecta
los racimos de las vides principalmente en las estaciones de
primavera y verano (Elmer et al., 2007), generando de esta for-
ma algunos efectos en la composicion de las bayas, como, por
ejemplo, la reduccion del 40% al 50% de agua, reduccién de
compuestos fendlicos, taninos, pectinas y el aumento de azu-
cares durante el proceso de maduracion (Pezet et al., 2003).

La infeccion de B. cinerea en las vides puede llegar a dis-
minuir significativamente la calidad de las uvas y dificultar su
vinificacion (Pajares-Ledn, 2016). Sin embargo, bajo deter-
minadas condiciones climatoldgicas, alternando periodos de
humedad y sequedad, puede llegar a controlarse e inducir una
infeccion menor conocida como podredumbre noble (Lovato
etal., 2019).

En esta podredumbre, la inoculacién con B. cinerea se utili-
za principalmente como método posmaduracién de las bayas
con la finalidad de aumentar la concentracién de aztcares y
de esta forma llevarlos al proceso de vinificacién para generar
vinos dulces comercialmente conocidos como vinos botriti-
zados de calidad. Las principales variedades de uvas que se
utilizan para la produccién de vinos botritizados son: “Semi-
llon”, “Sauvignon Blanc”, “Chenin Blanc”, “Furmint”, “Riesling”,
“Picolit”, “Pinot Blanc” y “Gewirztraminer” (Kallitsounakis y
Catarino, 2020). El uso de B. cinerea en la industria vitivinicola
implica principalmente técnicas biotecnolégicas y microbiol6-
gicas que incluyen el aislamiento, caracterizacion, conserva-
cién, inoculacién y biocontrol del hongo.

Algunas de las regiones principales donde se producen los
vinos botritizados son la zona de Sauternes-Barsac en el su-
roeste de Francia, la zona Tokaj-Hegyalja en Hungria y Eslova-
quia, asi como los vinos Beerenauslese en algunas regiones
de Alemania (Pajares-Leon, 2016). Los vinos botritizados pro-
ducidos en estas regiones tienen un gran impacto en el merca-
do mundial vitivinicola, siendo de los mas costosos debido a
su meticuloso proceso de elaboracién.

Transgénicos

Los transgénicos surgen como una alternativa viable para re-
solver problemas en diversas industrias, principalmente la in-
dustria agroalimentaria, textil y farmacéutica. Estados Unidos
es el pais lider en la aplicacion de transgénicos en la agricul-
tura; existen actualmente 10 cultivos OGM (Organismos Ge-
néticamente Modificados) autorizados los cuales son: alfalfa,
manzana, colza, maiz, algodén, papaya, papa, soya, calabaza
y remolacha azucarera (Giménez-Alvear et al., 2019). En Mé-
xico se han aprobado 170 eventos para alimentos, piensos y
cultivo; incluidos la alfalfa, canola, algodén, maiz, papa, arroz,
soya, remolacha y tomate desde 1996 (ISAAA, 2017). La ma-
yoria de estos cultivos se encuentra en ensayos de evaluacién
precomerciales, el tnico cultivo GMO aprobado para su cultivo
es el algodén.
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La transferencia de genes de interés y la edicion génica en
las vides mediante el uso de técnicas de biologia molecular y
manipulacion genética ha sido uno de los principales puntos de
interés en la industria de vinos; por lo que se han realizado ex-
perimentaciones con el objetivo de silenciar genes especificos
que generan susceptibilidad a enfermedades o inducir carac-
teristicas especificas, como, por ejemplo, resistencia a plagas,
resistencia al frio o estrés abidtico (Gonzalez y Ramén, 2008).

Segun la FAO (por sus siglas en inglés, Food and Agricultu-
re Organization) un transgénico es definido como la transfe-
rencia de uno o mas genes de una especie diferente a otra,
con la finalidad de mejorar las caracteristicas del organismo
(Madkour, 2019). Por tanto, se ha optado por la insercion de
transgenes mediante diversas metodologias que puedan sa-
tisfacer estas necesidades y asi maximizar los cultivos y con-
secuentemente mejorar la produccioén de vino.

Transformacion genética mediada por Agrobacterium
tumefaciens

A. tumefaciens actualmente conocido como Rhizobium ra-
diobacter es un fitopatégeno que infecta y coloniza los sis-
temas radiculares de las plantas causando tumoraciones. Se
utiliza como método de transformacion genética debido a que
contiene un mecanismo Unico de virulencia, en el cual trans-
fiere fragmentos de ADN a las células huéspedes mediante un
plasmido Ti (por su sigla en inglés, “tumor inducing”) con el
objetivo de integrarlo a su genoma (Guo et al., 2019). El gen de
interés se puede insertar facilmente en el plasmido Ti reem-
plazando los oncogenes de la region ADN-T (de transferencia)
y al momento de la infeccion este es transferido al genoma
(Hwang et al., 2017).

Este método de transformacion genética vegetal es el mas
utilizado debido a que su mecanismo estd ampliamente es-
tudiado y presenta una alta eficiencia de transformacion
(Hwang et al., 2017). Sin embargo, existen diversos métodos
de transformacion genética que no incluyen el uso de microor-
ganismos, principalmente la biobalistica, el uso de liposomas,
electroporacion, sonicacion, microinyeccion, entre otros (Diaz-
Granados et al., 2012). Algunos de los principales genes de in-
terés que se han insertado experimentalmente en Vitis vinifera
se encuentran mencionadas en la tabla 2.

En su mayoria, la transformacion genética que se busca en
Vitis vinifera se encuentra enfocada en otorgar resistencia an-
tifungica con la finalidad de evitar este tipo de enfermedades
producidas por hongos fitopatégenos. El avance en biologia
molecular se enfoca en el desarrollo de nuevas técnicas que
permiten la edicién génica en plantas para reemplazar, silen-
ciar o regular genes especificos.

Edicion genética mediante CRISPR-Cas9

Una de las tecnologias con mayor potencial en el ambito de
la agricultura es la técnica de edicion genética CRISPR-Cas9
(por sus siglas en inglés; Clustered regularly interspaced short
palindromic repeats-associated with protein Cas 9). Es un me-
canismo de regulacion genético encontrado en bacterias y que
se presenta como mecanismo de defensa contra virus (Adli,
2018). Este sistema permite editar el ADN en un sitio especi-
fico debido a que estd asociado a una enzima endonucleasa
llamada Cas9 y que en conjunto con secuencias de ARN guia
sirven para llegar al sitio de edicién, donde se genera el reco-
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nocimiento y corte del ADN blanco (Madrid-Caviedes, 2018).
De esta forma se puede inactivar un gen especifico o reempla-
zarlo por un gen de interés.

CRISPR-Cas9 es un sistema con alta eficiencia y especifici-
dad en cuanto a edicién genética en plantas. Principalmente
se ha utilizado de forma experimental en plantas de tabaco,
arroz, manzanos Y vides (Li et al., 2020). Se ha reportado exi-
tosamente la inactivacién del gen del factor de transcripcién
VcWRKY52 de la vid mediante el uso de esta técnica. Se gene-
ré una serie de deleciones en la secuencia genética para inac-
tivar el gen, ya que presenta susceptibilidad a la infeccion por
B. cinerea (Li et al., 2020). También se empleé CRISPR-Cas9
para demostrar que el gen VVPR4b juega un rol importante en
la defensa de la vid en contra de la enfermedad mildiu de la
vid, ocasionada por el hongo Plasmopara viticola. En el expe-
rimento se realiz6 el silenciamiento del gen en un grupo de
vides y como resultado presentaron una mayor susceptibilidad
a la enfermedad a diferencia del grupo control (Li et al., 2020).

A futuro CRISPR-Cas9 es una técnica prometedora para la
modificacién genética de vides y mejoramiento de cultivos con
el objetivo de aumentar la resistencia a diversas enfermeda-
des y factores que puedan dafar a las plantas y provocar un
decaimiento de la calidad del producto. No obstante, CRISPR-
Cas9 solamente se utiliza de forma experimental debido a que
alin no se cuentan con las regulaciones y reglamentaciones
necesarias para utilizarlo en productos transgénicos destina-
dos a consumo humano.

RNA de interferencia para el silenciamiento génico

El RNA de interferencia es una molécula de RNA presente
naturalmente en mecanismos bioldgicos de algunos seres vi-
vos, incluyendo a las plantas, con el fin de regular la expresién
génica de acidos nucleicos endégenos y la proteccién de su
genoma ante acidos nucleicos exégenos, principalmente vira-
les (Rosa et al., 2018).

Mediante el uso de biologia molecular y transformacién gé-
nica se pueden disefiar e insertar RNA de interferencia espe-
cificos para el silenciamiento de un gen dentro de una planta;
esta técnica también es conocida como ‘Knock Down'. Debido
a que Vitis vinifera es un cultivo que a través de los afios se ha
visto altamente dafiado por la enfermedad mildiu de la vid, se
buscan alternativas para combatirla. Se han reportado estrate-
gias experimentales mediante el uso de RNA de interferencia
para el silenciamiento exitoso del gen VviLBDIf7 en variedades
“Pinot Noir”, ya que genera una gran susceptibilidad para de-
sarrollar esta enfermedad (Marciano et al., 2021). Asi mismo,
se utilizé para silenciar el gen VVCSNS5 en hojas de variedades
“Thompson Seedless” puesto que el gen activo genera sus-
ceptibilidad a la infeccién por el hongo Erysiphe necator provo-
cando la enfermedad del oidio en la vid (Cui et al., 2021).

Esta técnica solamente se encuentra de forma experimental
y no ha sido aceptada para su uso en cultivos. Sin embargo, su
aplicacion a futuro en la agricultura tendra un gran potencial
como una alternativa viable para el reemplazo de fungicidas
que son productos que afectan negativamente al medioam-
biente y la salud del ser humano.

La necesidad del estudio de las vides y de sus productos
ha generado que ciencias como la biotecnologia acoplen sus
avances a los fines que requiere esta industria. El objetivo de
estas metodologias relaciona la identificacién de vides, la pro-
duccion del fruto o su modificacién con el producto final. Los
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Especie

Gen insertado

Descripcion

Resistencia

Método

de transformacion

Referencia

Vitis vinifera

mag2

Péptido antimicrobiano
magainina 2 utilizada para
resistir enfermedades como
agalla de la corona (bacteriana)
y cenicilla (fungica).

Antimicrobiana

Biobalistica

(Vidal et al.,
2006)

Vitis vinifera

GFP, nptll

GFP: gen de la proteina verde
fluorescente.
nptll: gen que codifica
un aminoglucésido
fosfotransferasa que le
confiere resistencia a la
neomicina/kanamicina (Vries y
Wackernagel, 1998).

A antibiéticos
(Neo/Kan)

Agrobacterium sp.

(Lietal.,
2001)

Vitis vinifera

Chi11

Gen de la quitinasa del
arroz que se ha observado
genera resistencia a diversas
efermedades fitopatégenas
principalmente cenicilla.

Antifingica

A. tumefaciens

(Nirala et al.,
2010)

Vitis vinifera

Gen PGIP

Gen de la proteina inhibidora de
la poligalacturonasa. Permite
inhibir las endopoligalacturonas
fungicas como, por ejemplo, de
Botrytis cinerea.

Antifiingica

A. tumefaciens

(Agiiero et
al., 2005)

Vitis vinifera

DREB1b

Gen que codifica para un factor
de transcripcién inducible por
frio de Arabidopsis thaliana, el

cual activa genes regulados por

frio (COR).

Resistencia a
heladas (frio)

A. tumefaciens

(Jinetal.,
2009)

Vitis vinifera

VaTLP

Gen que codifica a una proteina
similar a la taumatina aislada
de Vitis amurensis salvaje
que proporciona resistencia a
oomicetos y mohos.

Antiprotista

A. tumefaciens

(He et al.,
2016)

Vitis vinifera

VpPRA4-1

Gen que codifica para un
péptido antimicrobiano (AMP)
de Vitis pseudoreticulata
salvaje de China que le
confiere resistencia a hongos
fitopatdgenos principalmente a
los que ocasionan cenicilla.

Antifungica

A. tumefaciens

(Dai et al.,
2016)

Tabla 2. Ejemplos de vides transgénicas experimentales y sus caracteristicas.

aciertos e inconvenientes de cada técnica se observan direc-
tamente en su actualizacién e insercion en el mercado.

Por un lado, las metodologias y los protocolos de identifi-
cacion de vides han desplazado a los métodos ampelografi-
cos por los métodos moleculares, ya que se busca detectar
con mayor eficacia las discrepancias existentes entre las
especies. Esto no significa que estas técnicas se hayan eli-
minado, simplemente se han considerado como métodos
complementarios que permiten tener identificaciones mas
completas. Por otro lado, los métodos ampelograficos resul-
tan ser mucho mas econémicos que los moleculares debido
a que estan basados en la observaciéon y comparacién de ca-
racteristicas morfoldgicas.

Ademas, la implementacion de identificacion de marcadores
SSR como protocolo estandar ha sido un gran avance para la
identificacion de variedades de vid; no obstante, se han obser-
vado que existen cuestiones que interfieren con la interpre-
tacion de resultados (Ibafiez et al., 2010) y ponen en duda la
certeza y la viabilidad del método. Por lo tanto, es necesario la
normalizacion de datos y el uso de microsatélites de referencia.
Asimismo, los SNP necesitan de un equipo mucho mas espe-
cializado y del andlisis bioinformatico el cual puede aumentar
significativamente el costo. Es de gran importancia distinguir
las caracteristicas de ambos métodos (tabla 3) con la finalidad
de que los investigadores y compaiiias vitivinicolas puedan ele-
gir el método que mas se acople a sus necesidades.
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REVISION

Microsatélites (SSR)

Polimorfismos de Nucleétido Unico (SNP)

- Existe un protocolo estandarizado internacio-
nal de la OIV.

No existe un protocolo estandarizado internacional de la OIV.

Son bialélicos.

- Problemas con interpretacién de resultados.

- Mayor capacidad para discriminar entre varie-
dades de vid.

- Polimoérficos.

- De herencia codominante.

- Menor frecuencia en el genoma.

- Método mas econémico.

- Baja tasa de mutacion.
Estables genéticamente.

- Interpretacion de resultados mas simple.

- Menor capacidad para discriminar entre variedades de vid
(por la alta cantidad de SNP en el genoma).

- Mayor frecuencia en el genoma.

- Método mas costoso.

- Alta reproducibilidad.
- Uso de termociclador y camaras de electrofo-
resis.

Uso de equipo especializado (secuenciador, lector de microa-
rreglos).

Tabla 3. Diferencias entre los métodos de identificacién de variedades de vid por SSRy SNP.

Elaboracion propia.

Ademas, el uso de la biologia molecular aplicada al estudio del
genoma de la vid ha generado la posibilidad de disefiar y mode-
lar mapas genéticos que muestren la ubicacion exacta de genes
y marcadores dentro del genoma de la planta, con la finalidad
de analizar las variaciones genéticas y delimitar las regiones y
secuencias que generan los fenotipos especificos de interés.

En cuanto al cultivo de Vitis vinifera, la micropropagacién in
vitro ha permitido proporcionar una gran cantidad de ventajas,
entre ellas, la obtencion de plantas clones y uniformes, la ca-
pacidad de seleccionar mejores genotipos, acelerar el desarro-
llo del cultivo; puesto que la vid tiene un crecimiento muy lento
y esto implica una gran inversion por parte de los viticultores.
Permite la reduccion del espacio de trabajo y un menor cos-
to. Asi mismo, se ha observado que la obtenciéon de plantas
libre de virus puede llegar a ser una necesidad, puesto que los
virus son los responsables de importantes limitantes y pérdi-
das de rendimientos en los cultivos (Conci, 2010). Por lo que
esta técnica surge como una de las mas grandes aplicaciones
de la biotecnologia vegetal en cuanto a impacto econémico.
No obstante, la micropropagacién también presenta algunas
desventajas; principalmente requiere equipamiento y personal
especializado. También pueden surgir ciertas problematicas
como la obtencién de un bajo rendimiento, la dificultad de
desinfectar adecuadamente el material bioldgico utilizado y la
presencia de contaminantes.

En la bisqueda de productos novedosos en el mercado viti-
vinicola surgen los vinos botritizados. Estos son sumamente
costosos, ya que, Botrytis cinerea, al no ser controlado correc-
tamente, puede llegar a destruir el 50% de los cultivos oca-
sionando que el rendimiento sea bastante bajo (Pajares-Ledn,
2016). Es un proceso de mucho riesgo econémico. Muchos
productores vitivinicolas prefieren evitar el uso de este hongo
y buscar opciones para proteger los cultivos de este tipo de
fitopatégenos. Por lo que se busca la transferencia de genes
especificos a los cultivos de Vitis vinifera, y que en estos ca-
sos se les otorgue resistencia flingica; teniendo como objetivo
plantar este cultivo GMO para su uso agroalimentario y comer-
cial con sus respectivas medidas de bioseguridad y biocontrol.

La experimentacién de transferencia de genes a Vitis vinife-
ra y su transformacion genética se ha enfocado no tanto en
inducir la resistencia a hongos, sino en otro tipo de enferme-
dades como lo son las causadas por virus. Hoy en dia se han

encontrado que aproximadamente 70 virus tienen la capaci-
dad de infectar los cultivos de vides (Martelli, 2017); los mas
importantes econdmicamente son el virus GLRaV (por sus
siglas en inglés, Grapevine leafroll-associated virus), el GFLV
(Grapevine Fanleaf Virus), el GFkV (Grapevine Fleck Virus); y la
enfermedad de la madera rugosa o corteza corchosa causada
por gran variedad de virus fitopatégenos (Basso et al., 2017).
Por lo que este ambito puede considerarse como un area de
oportunidad muy grande para la aplicaciéon de la biotecnologia
vegetal y la ingenieria genética enfocado a inducir en las vides
resistencia a infecciones virales y la obtencién de plantas li-
bres de virus por micropropagacion. De igual forma, el uso de
técnicas de edicién génica y silenciamiento de genes surgen
como alternativas viables para disminuir la susceptibilidad de
las vides para ser infectadas por microorganismos fitopatoge-
nos reduciendo el riesgo econémico por pérdida de cultivos y
baja calidad de productos.

La generacion de transgénicos en la viticultura se encuentra
en etapas experimentales, y segun la base de datos del Servi-
cio Internacional para la Adquisicién de Aplicaciones Agrobio-
tecnoldgicas (ISAAA, 2020) todavia no existe ninguna aproba-
cién para el cultivo de vides GMO. Sin embargo, no se descarta
su aplicacién debido al creciente impacto de cultivos trans-
génicos a nivel mundial. La autorizacién para su implementa-
cién es una de las ventajas que se tendrian en este ambito y
posiblemente en un futuro no muy lejano. No obstante, para
que esto suceda se necesitan establecer nuevas regulaciones
y normas en términos de bioética y bioseguridad tanto nacio-
nales como internacionales para el correcto uso de vides GMO,
el uso de técnicas de modificacion genética y su posible im-
pacto en la industria agroalimentaria y el medioambiente. Esto
incluye la proteccién de la biodiversidad y el equilibrio ecolégi-
co (Potter y Potter, 1995); de esta manera se podran proteger
variedades tradicionales y denominaciones de origen, diferen-
ciar las diversas especies de vides de forma certera; y en el
ambito mercantil, estipular correctamente un producto para su
venta en el mercado.

CONCLUSION

El desarrollo de nuevos métodos para la caracterizacién e
identificacion de variedades de Vitis vinifera; la implementa-
cién de nuevas técnicas de cultivo y la experimentacion en el

Tapia, E.A.; Madrigal, B.; Herrera, E. 31



RIA Vol. 47 n.° 3 Diciembre 2021, Argentina

ambito de vides transgénicas han permitido a las empresas
vitivinicolas alcanzar un estandar de calidad internacional, un
mejor desarrollo en la produccion y optimizacion de procesos
dentro de la industria agroalimentaria de gran competitividad.

Auln se necesita realizar una mayor cantidad de investiga-
ciones biotecnolégicas y de ingenieria genética aplicada a la
viticultura con la finalidad de establecer protocolos estanda-
rizados y para desarrollar nuevas metodologias que permitan
aprovechar al maximo los avances cientificos.
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