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Resumen

En viticultura, el injerto se utiliza para propagar vides europeas susceptibles a la
filoxera (Daktulosphaira vitifoliae) utilizando patrones americanos resistentes. Aunque
la sefializacion reciproca patréon-variedad es esencial para la formacion de una unién
vascular adecuada y un crecimiento coordinado, el conocimiento de las interacciones
patron-variedad a nivel metabolémico es muy limitado. En este estudio, para dilucidar
el contenido de metabolitos y los cambios producidos por la interaccion patrén-
variedad en vides injertadas en vivero, se ha analizado el metaboloma de las hojas de 11
combinaciones de homo y heteroinjertos con distinto grado de compatibilidad en un
estadio temprano de desarrollo de la union. Las combinaciones estuvieron formadas
por seis cultivares de V. Vinifera spp. injertados sobre distintos portainjertos ‘Richter-
110 (110R) y V. rupestris (RUP). La comparacion del metaboloma entre homo y
heteroinjertos revelé un aumento de aziicares en las hojas del homoinjerto, mientras
que los acidos carboxilicos y el metabolismo fenélico aumentaron en los heteroinjertos.
Estos resultados confirman que la presencia de dos genotipos diferentes formando una
combinacion de injerto induce una respuesta relacionada con la defensa. Sin embargo,
no se encontraron perfiles de metabolitos secundarios comunes entre combinaciones
compatibles e incompatibles, formadas por diferentes cultivares de V. Vinifera spp.,
sugiriendo que la incompatibilidad de injerto se produce debido a reacciones especificas
de patron-variedad que no son generalizables a diferentes combinaciones. Estos
resultados proporcionaran un valioso recurso de metabolémica para los estudios de
interaccion patréon-variedad y facilitaran los esfuerzos futuros en la identificacion de
marcadores metabdlicos para caracteristicas agronémicas importantes en vides
injertadas.
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INTRODUCCION

El injerto de V. vinifera sobre portainjertos americanos permitio la continuidad de la
viticultura después la introduccion de la filoxera en Europa (Tedesco et al., 2022). Sin
embargo, el injerto entre diferentes genotipos de cultivares y portainjertos implica
complejos mecanismos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares que afectan la formacion
del injerto, la compatibilidad y el rendimiento de la vid, que atin no son bien entendidos por
la comunidad cientifica (Rasool et al., 2020). En este trabajo, el principal objetivo fue
comprender qué cambios metabdlicos se producen en las hojas de seis cultivares de V.
vinifera al injertar con dos portainjertos americanos. En particular, se investigaron los
cambios metabdlicos que diferencian homo y heteroinjertos y combinaciones de injerto con
distinto grado de compatibilidad, asi como los cambios en las hojas de V. vinifera debido a
la interaccion con distintos patrones.

MATERIAL Y METODOS

Este estudio se ha llevado a cabo con dos portainjertos americanos: ‘Richter-110’
(110R, V. berlandieri x V. rupestris) y V. rupestris (RUP) y seis cultivares de V. vinifera: cv.
‘Syrah’, clones 383 y 470 (SY383 y SY470, clones ENTAV-INRA/FR), cv. ‘Touriga
National’, clones 21 y 112 (Clones TN21 y TN112, ISA/PT y JBP/PT, respectivamente), cv.
Alfrocheiro (ALF) y V. vinifera subsp. Silvestris (SYLV). Las plantas utilizadas se
certificaron libres de virus. Diferentes estudios han descrito problemas de incompatibilidad
de injerto para el cv. SY383 injertado en 110R (SY383/110R) (Renault-Spilmont et al., 2005)
y para TN112/110R (Assungao et al., 2019). Se realizaron combinaciones de homo- y
heteroinjertos entre estas plantas usando la técnica de injerto en omega en un contexto de
vivero y se mantuvieron en un invernadero hasta que se recolectaron las hojas (5 repeticiones
bioldgicas, siendo cada repeticion un grupo de 5 plantas) entre 5 y 6 meses después del
injerto. Después de la extraccion y derivatizacion de metabolitos polares, las muestras fueron
analizadas por GC-EI-TOF/MS para identificar los perfiles de metabolitos, siguiendo los
protocolos descritos en Tedesco et al. 2021. La anotacion de metabolitos se realizé mediante
coincidencia entre el espectro de masas y el indice de retencion, y el analisis estadistico de
todas las masas anotadas se realiz6 en R utilizando el paquete MetaboAnalyst R. Los datos
obtenidos se analizaron mediante analisis ANOVA unidireccional y el test de Tukey
(diferencias significativas a p < 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados mostraron23 metabolitos consistentes y significativamente diferentes
entre hojas de combinaciones de homo- y heteroinjertos (Fig. 1). Los homoinjertos revelaron
un aumento de azticares como disacaridos, carbohidratos y azicares conjugados y de algunos
compuestos relacionados con los acidos carboxilicos, como un conjugado de acido
propanodioico, acido butano(di)oico y ésteres carboxilicos en comparacion con los
heteroinjertos. En los heteroinjertos, varios acidos, incluidos los acidos carboxilicos, como el
acido butanodioico y los compuestos fenolicos como la epigalocatequina/galocatequina, el
acido benzoico hidroxi y el &cido shikimico aumentaron en comparacion con los
homoinjertos (Fig. 1). Este estudios confirma que la presencia de dos genotipos diferentes
formando una combinacion de heteroinjerto induce una respuesta relacionada con la defensa,
no solo en la zona del injerto como se describe en estudios previos(Cookson et al., 2014),
sino también en las hojas de la variedad. En cuanto a las diferencias encontradas al comparar
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cloness mas y menos compatibles al injerto de ‘Touriga Nacional’, se detecté un aumento de
aminodacidos en las hojas de la combinacion mas compatible (Fig. 2), sugiriendo un mejor
aprovechamiento o una mayor translocacion de nitrégeno por encima de la union del injerto.
Por el contrario, en la combinacion de ‘Syrah’ menos compatible (SY383/110R), diferentes
metabolitos secundarios (acido hidroxifenilpirvico, &cido propanoico, conjugado),
posiblemente involucrados en el metabolismo de los fenoles, aumentaron en comparacion
con la combinacion mas compatible (Fig. 2), lo que podria indicar una respuesta relacionada
con la defensa (Tedesco et al. 2021). Las diferencias en los perfiles metabdlicos no fueron
comunes en las dos combinaciones mas (o en las dos menos) compatibles entre los cultivares
‘Touriga Nacional’ y ‘Syrah’, confirmando que la incompatibilidad surge de reacciones
especificas de patron-variedad que no son generalizables (Gainza et al., 2015). Asimismo, se
detectd un numero relativamente alto de cambios consistentes en las hojas que dependian del
patrdon, por lo que las hojas parecen ser un buen tejido para buscar marcadores metabolicos
de la interaccion patron-variedad. Estudios previos pusieron de manifiesto que el uso de
distintos patrones inducen diferentes estrategias de defensa en las hojas de vid, y se sospecha
que estan involucrados en el fendmeno de ‘priming’, en el que la planta se encuentra en un
estado persistente de mayor preparacion para la defensa (Chitarra et al., 2017). Sin embargo,
queda por demostrar si las respuestas relacionadas con la defensa inducidas en las variedades
por el patron mejoran la tolerancia al estrés o si estas respuestas de defensa responden
directamente a la percepcion de un genotipo de injerto diferente (o a su bioma).
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Fig. 1. ‘Heatmap’ representando homo- versus heteroinjertos en las hojas 5-6 meses después
el injerto. Metabolitos que aumentaron (+) o disminuyeron (-) significativamente en al
menos el 80 % de las combinaciones de homoinjertos y menos del 20 % de los
heteroinjertos a p < 0,05 segun la prueba post-hoc de Tukey. Se indican los valores medios
transformados (logio) por combinacion de injerto.
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Fig. 2. Metabolitos significativamente diferentes a p < 0,05 segin la prueba post-hoc de
Tukey en las hojas entre combinaciones mas y menos (*) compatibles. Graficos de barras

del valor medio =+ error estandar (SE).
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