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Resumen

El IMIDA inici6 en 2012 un programa de mejora con el fin de obtener nuevas variedades
de uva de vinificacién mas tolerantes al oidio, causado por el ascomiceto Erysiphe necator, y al
mildiu, causado por el oomiceto Plasmopara viticola. Para ello, se realizaron cruzamientos
dirigidos entre Monastrell, variedad sensible a estos patogenos, y variedades mas tolerantes
portadoras de loci de resistencia a oidio (Ren) y/o a mildiu (Rpv), como Regent (Ren3, Ren9,
Rpv3), Kishmish vatkana (Rent) y Solaris (Ren3, Ren9, Rpv3, Rpv10). Se establecieron en
campo los hibridos preseleccionados con marcadores moleculares ligados a estos loci de
resistencia. En este trabajo se presenta un estudio del grado de resistencia a oidio y mildiu de
27 de estos hibridos. Las inoculaciones se realizaron en condiciones controladas, mediante una
torre de vacio para oidio y mediante el pipeteo de una suspensidn de esporas para mildiu, sobre
hojas jovenes esterilizadas. Las evaluaciones fenotipicas se hicieron a los 7 y 14 dias para oidio
y a los 7 y 10 dias para mildiu. Cinco de los hibridos analizados mostraron un grado de
resistencia elevado tanto a oidio como a mildiu (MRomS1, MRomS16, MRomK9, MRomK24,
MRomK28), superior en algunos casos al de los parentales tolerantes.

1. Introduccion

El oidio y mildiu, causados por el ascomiceto Erysiphe necatory el oomiceto Plasmopara
viticola, respectivamente, son dos de las enfermedades mas devastadoras en viticultura. Estas
enfermedades no solo comprometen el rendimiento del vifiedo, al reducir significativamente la
produccién de uva, sino que también afectan la calidad organoléptica y quimica del fruto, lo que
repercute negativamente en la elaboracion del vino. El control de estas enfermedades requiere
la aplicacion intensiva de fungicidas, lo que incrementa considerablemente los costes de
produccion y plantea serios desafios ambientales y de salud publica debido a la acumulacion de
residuos quimicos en suelos y ecosistemas circundantes. Ante esta problematica, numerosos
programas de mejora genética han centrado esfuerzos en la introgresion de loci de resistencia,
presentes en especies de vid americanas o asiaticas, en variedades de Vitis vinifera de alta
calidad enoldgica pero altamente susceptibles a estos patdgenos (Topfer et al., 2011; Villano y
Aversano, 2020).
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El presente trabajo se enmarca dentro del programa de mejora genética que el IMIDA
inicid en 2012, cuyo proposito es desarrollar y seleccionar nuevas variedades de uva de
vinificacion con mayor tolerancia a E. necator y P. viticola (Ruiz-Garcia et al., 2021; Menéndez
et al., 2023). Para ello, se llevaron a cabo cruzamientos entre la variedad Monastrell, variedad
referente en la Region de Murcia y susceptible a estos patogenos, y diversas variedades
portadoras de loci de resistencia al oidio (Ren) y/o al mildiu (Rpv), tales como Regent (Rens3,
Ren9, Rpv3), Kishmish vatkana (Ren1) y Solaris (Ren3, Ren9, Rpv3, Rpv10). La identificacién
de los hibridos que habian heredado los respectivos loci de resistencia, se realizo en su dia
mediante PCR (Ruiz-Garcia et al., en preparacion), utilizando marcadores moleculares
estrechamente asociados a dichos loci (Rockel et al., 2020). Una vez identificados los hibridos,
se establecieron en campo para seguir con su estudio.

El objetivo del presente trabajo, realizado dentro del proyecto SHIELD4GRAPE
(HORIZON-CL6-2023-BIODIV-01-14_NUMBER 101135088), fue evaluar fenotipicamente el
grado de resistencia a oidio y mildiu en hibridos de uva de vinificacion portadores de los
mencionados loci de resistencia.

2. Material y Métodos

El material vegetal utilizado fueron 27 hibridos (13 MRomK y 14 MRomS) obtenidos
mediante cruzamientos dirigidos de Monastrell con Regent (MRom), que a su vez se cruzaron
por Kishmish vatkana (MRomK) y por Solaris (MRomS). Como controles se utilizaron las
variedades parentales implicadas en los cruzamientos (Figura 1). Como se muestra en la Figura
1, los hibridos MRomK se caracterizan por la presencia de los loci de resistencia Ren1, Ren3,
Ren9y Rpv3, y los hibridos MRomS por la presencia de Ren3, Ren9, Rpv3y Rpv10.

‘Monastrell ‘Regent’
(variedad local) (Ren3; Ren9; Rpv3)

Kishmish vatkana ‘MRom’ ‘MRom’ X Solaris
(Ren1) (Ren3; Ren9; Rpv3) (Ren3; Ren9; Rpv3) l (Ren3; Ren9; Rpv3; Rpv10)
MRomK MRomS
(Ren1; Ren3; Ren9; Rpv3) (Ren3; Ren9; Rpv3; Rpv10)

Fig. 1. Esquema de los cruzamientos realizados.

Las hojas utilizadas, recogidas entre la tercera y quinta desde el apice, fueron
esterilizadas previamente a la inoculacion, sumergiéndolas durante 1 minuto en una solucion de
hipoclorito al 3% y enjuagandolas tres veces con agua destilada estéril. Después del Ultimo
enjuague, se secaron las hojas con papel estéril. En cuanto al medio, se prepar6 una solucién
de agar al 0,8% en agua destilada y se vertieron 20 ml de la solucién en cada placa de Petri (90
mm de diametro). Todo este proceso se realizd en el interior de una cabina de flujo laminar
horizontal para evitar contaminaciones.
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El inéculo de oidio se obtuvo a partir de la recoleccion de hojas frescas completamente
infectadas de conidias en vifiedos de La Rioja. Las hojas se inocularon en el ICVV mediante una
inoculacion masiva en una torre de vacio, colocandose las hojas en las placas con el envés
hacia abajo. Las placas se incubaron a 20 °C y la evaluacién del desarrollo flngico se realiz6 a
los 7 y 14 dias post inoculacion, utilizando una escala del grado de resistencia de 1 (muy bajo)
a 9 (muy alto) conforme al descriptor OIV455-1, teniendo en cuenta tanto la extensién de las
manchas como la fructificacién del hongo. Se realizaron 4 réplicas por cada genotipo.

En cuanto al mildiu, evaluado en el IMIDA, se prepard una suspension de esporas a
partir de esporangioforos, ajustando la concentracion a 20.000 esporas/mL mediante conteo en
camara de Neubauer. Posteriormente, las hojas se colocaron con el envés hacia arriba en las
placas y se inocularon con gotas de 40 uL (aproximadamente 1000 esporas), retirdandose el
exceso de agua a las 24 h. Tras la inoculacion, las placas se incubaron en una camara de
crecimiento a 22 °C, bajo un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, con una
humedad relativa del 95% dentro de la placa. La cuantificacion de la incidencia y densidad de
esporulacion del mildiu se evalud a los 7 y 10 dias, siguiendo la escala del grado de resistencia
de 1 (muy bajo) a 9 (muy alto) del descriptor OIV452-1 y el protocolo descrito por Schwander et
al. (2012). De cada genotipo se realizaron 4 réplicas y se evaluaron de 5 a 6 discos de hoja por
réplica, de 1,75 cm de diametro.

3. Resultados y discusion

En la Tabla 1 se muestran los valores medios y la desviacion estandar (DE) del grado
de resistencia fenotipica a Erysiphe necator (oidio) y Plasmopara viticola (mildiu) cuantificados
alos 14 y 10 dias post inoculacién (DPI), respectivamente. Los valores obtenidos muestran una
variabilidad en el grado de resistencia de los hibridos estudiados.

En el caso de Erysiphe necator, el grado de resistencia a oidio de los parentales oscilo
entre muy bajo (OIV455-1 = 1) para Monastrell y elevado (OIV455-1 = 7) para Kishmish vatkana
(Ren1). Los resultados sugieren que el locus Ren1, presente en Kishmish v., confiere un mayor
grado de resistencia que Ren3 y Ren9, presentes ambos en Regent y Solaris (OIV455-1 = 5),
coincidiendo con lo descrito por Dry et al. (2019). En este sentido, los hibridos MRomS (Ren3,
Ren9) presentaron en general un menor grado de resistencia que los hibridos MRomK (Renf,
Ren3, Ren9). Por otro lado, algunos hibridos como MRomS1 y MRomS16 presentaron un mayor
grado de resistencia a oidio que Regent y Solaris, mientras que ninguno de los hibridos MRomK
presentaron un grado de resistencia superior al de Kishmish v. (Tabla 1).

Para Plasmopara viticola, los parentales portadores de loci de resistencia a mildiu,
Regent (Rpv3) y Solaris (Rpv3 y Rpv10), mostraron un grado de resistencia elevado (OIV452-
1=7), frente al grado bajo de Monastrell (OIV452-1=3) o muy bajo de Kishmish vatkana (OIV452-
1=1), parentales no portadores de dichos de loci de resistencia a mildiu. El mismo grado de
resistencia observado en Regente y Solaris indica que la presencia de Rpv10 no incrementa el
grado de resistencia en Solaris. En el caso de los hibridos MRomS, que combinan Rpv3y Rpv10,
todos alcanzaron niveles de resistencia elevados (0IV452-1 = 7) similar al de Regent y Solaris,
0 incluso muy elevado (OIV452-1 = 9), superando el grado de resistencia de estos parentales
(Tabla 1). Respecto a los hibridos MRomK (Rpv3), presentaron en general un menor grado de
resistencia a mildiu que los MRomS (Rpv3 y Rpv10). Cabe destacar el caso de MRomKS5, que
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mostré un grado de resistencia bajo (OIV452-1 = 3), lo que sugiere la posibilidad de la deteccion
de un falso positivo por PCR de los loci de resistencia.

Tabla 1. Grado de resistencia fenotipica siguiendo la escala del descriptor OIV455-1 para
oidio y la escala del descriptor 0IV452-1 para mildiu.

Erysiphe necator (14 dpi) Plasmopara viticola (10 dpi)

Genotipo 0OIV455-1 DE Grado de resistencia  OIV452-1 DE Grado de resistencia
Monastrell 1 0,35 muy bajo 3 0,11 bajo
Regent 5 0,85 medio 7 0,25 elevado
Solaris 5 0,41 medio 7 0,42 elevado
Kishmish v. 7 1,00 elevado 1 0,15 muy bajo
MRomS1 7 0,76 elevado 9 0,00 muy elevado o total
MRomS2 3 0,85 bajo 7 0,28 elevado
MRomS3 3 0,48 medio 7 0,75 elevado
MRomS5 5 1,49 medio 9 0,39 muy elevado o total
MRomS6 3 1,41 bajo 9 0,55 muy elevado o total
MRomS7 5 0,25 medio 9 0,25 muy elevado o total
MRomS8 3 0,87 bajo 7 0,00 elevado
MRomS11 5 1,26 medio 7 0,34 elevado
MRomS15 3 1,00 bajo 7 0,54 elevado
MRomS16 7 0,7 elevado 9 0,58 muy elevado o total
MRomS17 5 0,29 medio 9 0,25 muy elevado o total
MRomS19 5 0,00 medio 7 0,41 elevado
MRomS21 5 1,04 medio 7 0,16 elevado
MRomS22 5 0,75 medio 9 0,47 muy elevado o total
MRomK5 7 0,96 elevado 3 0,54 bajo
MRomK7 5 0,10 medio 5 0,48 medio
MRomK8 7 0,50 elevado 5 0,20 medio
MRomK9 7 1,00 elevado 7 0,00 elevado
MRomK10 5 0,85 medio 7 0,71 elevado
MRomK13 5 0,50 medio 7 0,41 elevado
MRomK17 5 0,76 medio 5 0,35 medio
MRomK18 5 1,03 medio 7 0,17 elevado
MRomK19 5 1,25 medio 5 0,42 medio
MRomK20 7 1,11 elevado 5 0,85 medio
MRomK22 5 0,50 medio 5 0,14 medio
MRomK24 7 0,91 elevado 7 0,30 elevado
MRomK28 7 0,58 elevado 7 0,17 elevado

DE = desviacion estandar.

A partir de los datos obtenidos, destacan genotipos que combinan altos niveles de
resistencia tanto a oidio como a mildiu. Entre ellos, MRomS1 y MRomS16 presentan el mayor
grado de resistencia a mildiu (OIV452-1 = 9) y una resistencia elevada a oidio (OIV455-1 = 7).
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Por otro lado, los hibridos MRomK9, MRomK24 y MRomK28 muestran una resistencia elevada
a ambos patégenos (OIV452-1y OIV455-1 = 7). Todos ellos son obtenciones muy valiosas para
continuar con el programa de mejora.

Todos estos resultados sugieren la posibilidad de interacciones genéticas con otros
factores que podrian incrementar o disminuir el grado de resistencia. Ademas, la presencia de
mas de un Joci de resistencia no tiene por qué significar un mayor grado de resistencia, aunque
Si se esperaria una mayor estabilidad y durabilidad en el tiempo de dicha resistencia, que podria
depender de los mecanismos de resistencia implicados.

4. Conclusiones

Los resultados reflejan una amplia diversidad en la respuesta de los genotipos frente a
Erysiphe necator y Plasmopara viticola. Estos resultados ponen de manifiesto el interés de la
mejora genética en la obtencion de variedades resistentes, y resaltan la importancia de combinar
técnicas moleculares con el analisis fenotipico en la seleccion de las nuevas variedades. El
siguiente paso sera realizar estudios adicionales en condiciones de campo para confirmar el
grado de resistencia y su estabilidad, ademas de evaluar la calidad agronémica y enoldgica que
nos permita seleccionar y registrar nuevas variedades resistentes a oidio y mildiu que, ademas,
tengan una gran calidad.
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