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Resumen

Actualmente, existe un problema con la longevidad de los viiiedos debido a las
enfermedades de madera de la vid y los problemas de incompatibilidad de injerto que
afectan tanto a viveros como viticultores. Sin embargo, la gran variedad de genotipos
que pueden ser injertados produce un amplio nimero de interacciones diferentes, que
reflejan la complejidad del problema de compatibilidad. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el uso de microinjertos in vitro para identificar marcadores fisiolégicos que
permitan predecir futuras respuestas de incompatibilidad de injerto en vid. Para
realizar el trabajo se utilizaron diferentes combinaciones de homo- y heteroinjertos de
compatibilidad conocida y se realizé6 una caracterizacion histolégica e histoquimica
(localizando celulosa, almidon, callosa y lignina) de los procesos celulares que tienen
lugar durante el desarrollo de la union a los 28 y 49 dias después del injerto. Los
resultados histoquimicos mostraron que los heteroinjertos presentaban una disposicion
celular irregular, una diferenciaciéon vascular mas lenta y una persistencia de la capa
necrotica en comparacion con los homoinjertos. Ademas, en los heteroinjertos se
registré una acumulaciéon de almidén, asi como una menor diferenciacion de las células
del floema, indicando la presencia de sintomas de incompatibilidad translocada. En este
estudio, el uso de técnicas in vitro demostré ser un método eficaz para la seleccion
precoz de combinaciones de injerto de vid compatibles e incompatibles.
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INTRODUCCION

La incompatibilidad de injerto puede manifestarse en fallos del crecimiento a corto
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plazo o en la ruptura del injerto a largo plazo, causando grandes pérdidas econdmicas a los
viveristas y viticultores (Tedesco et al., 2022). Tradicionalmente, la incompatibilidad del
injerto se ha clasificado como translocada, si se encuentra asociada con acumulacion de
almidon, degeneracion del floema y defectos en el crecimiento, y localizada, si se
caracteriza por una conectividad vascular deficiente y la posterior ruptura del injerto
(Mosse, 1962). Diferentes métodos de cultivo in vitro han sido utilizados para la evaluacion
temprana de la compatibilidad de injerto en diferentes especies debido a su fiabilidad,
reproducibilidad y rapidez (Pina et al. 2017). Sin embargo, este tipo de técnicas no se han
aplicado en vid para la determinacion de las reacciones de (in)-compatibilidad patrén-
variedad. En este trabajo, se ha utilizado la técnica de microinjerto in vitro para identificar
marcadores celulares tempranos de incompatibilidad de injerto en vid en combinaciones de
comportamiento conocido al injerto usando el portainjerto Ritcher-110 (Renault-Spilmont et
al., 2005; Assuncao et al., 2019; Tedesco et al., 2020).

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron plantas in vitro de V. vinifera cv. 'Touriga Nacional', clon 21 y 112
(TN21 y TNI112) y cv. 'Syrah', clones 383 y 470 (SY383 y SY470), y el portainjerto
'Ritcher-110" (V. berlandieri x V. rupestris, 110R). Se analizaron histolégicamente
homoinjertos de SY470, utilizados como control positivo de compatibilidad, a los 28, 35, 42
y 49 dias después del injerto (DAG) y en los mismos tiempos, se evalu6 la translocacion de
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) sumergido en peciolos, a través de la union del
homoinjerto de ‘Ritcher-110’. Los homo- y heteroinjertos fueron fijados a los 28 y 49 DAG
(dias después del injerto) para analisis histoquimico y a los 49 DAG se evaluo el éxito de
prendimiento del injerto de acuerdo con la formaciéon de raices y/o al crecimiento de la
variedad. Los injertos se cortaron longitudinalmente y se realizaron diferentes tinciones en
la zona de unidn: calcofluor al 0,07 % para la celulosa, naranja de acridina al 0,01 % para
paredes celulares lignificadas, floroglucinol-HCI para ligninas, la reaccién de yoduro de
potasio con yodo (I2KI) para el almidén, y azul de anilina al 0,1 % para la callosa. Las
muestras se observaron utilizando un microscopio 6ptico y de fluorescencia Olympus BH2-
RFCA equipado con un sistema de imagen digital. Se asignaron tres puntuaciones (baja,
media y alta) a las combinaciones de injertos en funcion de su disposicion celular, grado de
diferenciacion e intensidad de la capa necrotica para la tincidon con calcofluor, naranja de
acridina y fluoroglucinol, respectivamente. Los datosse analizaron mediante la prueba de
chi-cuadrado (p <0,05) para evaluar si habia relaciones significativas entre las puntuaciones
atribuidas y la combinacion, tipo de injerto, y tiempo (28 y 49 DAG). Las muestras tefiidas
con LKI y azul de anilina sirvieron para medir el numero de almidon/célula y de
callosa/célula, respectivamente. Los datos obtenidos se analizaron mediante la prueba de
Kruskal-Wallis y multiples comparaciones de tratamientos (p <0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las observaciones al microscopio pusieron de manifiesto la diferenciacion de
elementos traqueales a partir de los 28 DAG, capaces de translocar CFDA, y que las
combinaciones de homoinjertos se establecen a partir de los 35 DAG. Las evaluaciones del
¢xito de prendimiento del injerto indicaron que TN112 y SY383 funcionaron mejor que
TN21 y SY470 cuando se injertaron en 110R. A pesar de que en estudios realizados en
campo se describen las combinaciones TN21/110R y SY470/110R como mas compatibles
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que las formadas por TN112/110R 'y SY383/110R (Assuncdo et al., 2019, Renault-
Spilmont et al., 2005), esta diferencia podria ser debida al origen del material vegetal. La
tincion con calcofluor revel6 una relacion significativa entre las combinaciones de injerto y
su disposicion celular (Tabla 1). En este sentido, la baja organizacion celular que se
encuentra en SY470/110R se correlaciona con su menor tasa de prendimiento del injerto.
Los homoinjertos mostraron una relacion significativa con el grado de diferenciacion
celular entre los tiempos estudiados, observandose una mayor diferenciacion vascular a los
49 que a los 28 DAG (Tabla 1), mientras que, en los heteroinjertos, la diferenciacion
vascular se retraso significativamente, como ocurre en otras especies (Pina et al., 2017;
Tedesco et al., 2022). Estos resultados fueron respaldados con la observacion de callosa en
la zona de unién, donde los homoinjertos se enriquecieron mas que los heteroinjertos en
callosa en ambos tiempos de estudio, sugiriendo que la regeneracion del floema se ve
afectada en los heteroinjertos (Tabla 2). En cuanto a la tincion con floroglucinol, se observo
una mayor tincion de la capa necroética en los heteroinjertos que en los homoinjertos a los 49
DAG (Tabla 1), sin indicios de una completa disolucion de la capa necrdtica en los
heteroinjertos que presentaban mas tincion a los 49 que a los 28 DAG (Tabla 1). Los
resultados obtenidos también revelaron que todos los heteroinjertos estaban
significativamente mas enriquecidos en almidon que los homoinjertos a los 28 y 49 DAG
(Tabla 2) y que los heteroinjertos con menor tasa de prendimiento del injerto (SY470/110R
y TN21/110R) fueron los tnicos estadisticamente mas enriquecidos en almidon a los 49
DAG en comparacion con sus respectivos homoinjertos (SY470/SY470 y TN21/TN21)
(Tabla 2). En conclusion, se ha demostrado la presencia de incompatibilidad translocada en
los heteroinjertos de vid, como se sugirié previamente (Bouquet, 1980), ya que éstos
presentaban una disposicion celular irregular, una diferenciacion vascular mas lenta, una
persistencia de la capa necrética, una acumulacion de almidon y menor diferenciacion de las
células del floema. Por lo tanto, las técnicas in vitro, y en particular las tinciones de almidon
y celulosa pudieron identificar las combinaciones con menor éxito del injerto, y
demostraron ser un método eficaz para la deteccion temprana de incompatibilidad en
injertos de vid. Sin embargo, se necesita trabajo adicional para dilucidar cuéles son en cada
caso las causas de esta incompatibilidad, lo que podria explicar por qué los niveles de
compatibilidad para la misma combinacion varian entre los injertos in vitro y en el campo.
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Tabla 1. Asociaciones significativas segun la prueba de chi-cuadrado para las puntuaciones
atribuidas a la disposicion celular, diferenciacion vascular y la intensidad de la capa necrotica
en respuesta a la combinacion, tipo de injerto, y dias después del injerto (DAG). El valor
estadistico de la prueba se informa en asociaciones significativas, con nivel de significacion
indicado por *** p <0,001; ** p <0,01, * p <0,05; ns: diferencia no significativa.

Combinacion Homo- vs. Hetero DAG

, 49 28 . .
Parametro 28 DAG DAG DAG 49 DAG | Homo- Heteroinjerto
DlSpOSl(}/lOIl celular 29.018 * ns ns ns ns ns
(calcofliior)
Diferenciacion
vascular ns ns ns ns 6 * ns
(naranja de acridina)
Capa necrotica 15.406 %
(floroglucinol) ns ns - ns 7.224

174 &
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Tabla 2. Valores medios =+ error estandar (SE) de almidon por célula y de callosa por célula a
los 28 y 49 DAG, por combinacion, tipo de injerto, y dias después del injerto (DAG). Las
diferencias significativas segun la prueba de Kruskal-Wallis se indican mediante *** p <
0,001; ** p <0,01, * p <0,05, letras diferentes indican diferencias significativas. ns: ninguna
diferencia significativa.

LKI - almidon/célula

Azul de anilina - calosa/célula

28 DAG 49 DAG 28 DAG 49 DAG

Combinacion Efecto wkk wE * *

110R/110R 81.6+1.6 ab 822+1.2 ab |90.1+03 ab 77.6+0.3 abcd

TN21/TN21 458+2.0 bc 523+02 b |67.0£03ab 96602 a

TNI112/TN112  21.3+£0.1 ¢ 49.1£0.1 b [72.7+0.1 ab 90.0+£0.3 ab

SY383/SY383 101.9+1.8 a 554+04 b [80.7+£0.3 ab 93.1+£0.2 ab

SY470/SY470 87.3+2.0 ab 53.6+04 b |1052+02 a 851£0.3 abc

TN21/110R 709+1.1 ab 101.0+£25 a [733+£02 ab 61.1+£0.2 cd

TN112/110R 912+1.2 809+14 ab |73.0£02 ab 53.5+0.1 d

SY383/110R 92.5+2.3 884+33 ab [522+0.1 b 673+0.1 bed

SY470/110R 934+22 a 978+24 a [652+0.2 ab 70.1+0.4abcd
Tipo Efecto ook ootk # seoteote

Homoinjerto 66.3+ 1.8 59.5+07 b |80.6+02 a 885+02 a

Heteroinjerto 87019 a 91.6+25 a |656+02 b 63102 b
Tiempo Efecto FEk ns

28 DAG 1747+19 a 146.7+0.2

49 DAG 124.8+£2.0 b 153.2+0.2
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