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Biochemical method for determination of scion-rootstock affinity in grape

Summary: A biochemical method for the determination of affinity or incompatibility
between scions and rootstocks in grape grafting is described. This method is based on the compari-
son of scions’ and rootstocks’ total proteins.

Total proteins of 5 Vitis vinifera L. cultivars (Airén, Bobal, Garnacha, Tempranillo, Viura) and
6 rootstocks (420-A, 41-B, 99-R, 110-R, 161-49, 196-17C) were extracted and analysed by polyacryl-
amide gel electrophoresis. From the REM (relative electrophoretic mobilities) of proteins the affin-
ity indexes between scion and stock (K;.p) and stock and scion (Kp_j) combinations were calculated.
The results obtained were confronted with those advanced from cultural studies. The application of
this biochemical method can allow to learn a priori which rootstocks may be compatible with a
given cultivar.
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A partir de la invasion filoxérica sufrida por la vid europea (Vitis vinifera L.) ha
habido multitud de intentos de definir de qué depende la afinidad entre injerto y
patron en viticultura. Uno de los métodos que mejores resultados ha dado ha sido el
estudio del comportamiento en el campo de la planta injertada (HiDALGO y R-CANDELA
1969, 1970, 1976, 1979; HipaLgo 1981). Este método, con ser de gran utilidad, presenta
varios inconvenientes: 1) Sus resultados no son facilmente generalizables, ya que los
indices de afinidad considerados (peso de la produccidn, produccién de azucar/ha,
riqueza azucarada de los mostos, peso de la madera de poda) dependen en exceso de las
condiciones ambientales, y 2) resulta muy lento, puesto que las plantas injertadas han
de alcanzar la plena produccion.

En este estudio se propone un método bioquimico basado en los trabajos realizados
en la Unién Soviética para injertos en el género Malus (SAFONOV y VEIDENBERG 1969). Se
tratara de definir la afinidad bioquimica entre injertos y patrones por similitud de sus
proteinas totales y se compararan los resultados obtenidos con aquellos avanzados para
su afinidad cultural.

El material vegetal, sarmientos de 5 variedades de V. vinifera (Airén, Bobal, Gar-
nacha, Tempranillo, Viura) y de 6 portainjertos (420-A, 41-B, 99-R, 110-R, 161-49, 196-
17C) fué recogido en la finca que el Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias
posee en El Encin (Alcala de Henares, Espafia), y procedia de las mismas plantas utili-
zadas en los estudios ya citados sobre afinidad cultural.

El método general responde al esquema clasico de extraccidén e identificacidon de
proteinas. Todas las operaciones se han realizado a una temperatura de 0—4 °C. Se
realizo la extraccion del material vegetal en mortero junto a una cantidad similar en
peso del polimero PVP-insoluble en presencia de nieve carbonica y tampén Tris-glicina
0.01 M pH 8.3 provisto de mercaptoetanol 0.7 % y acido ascérbico 0.5 %. La existencia
de procesos bioquimicos por los cuales ciertos compuestos de naturaleza fenoélica inter-
accionan con las proteinas inhibiendo su actividad enzimatica, obliga a utilizar los cita-
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Graficas densitométricas y diagramas esquematicos de alguna de las muestras estudiadas. En ellas
aparecen los REM de las bandas protéicas multiplicados por 10.

Densitometric graphics and schematic diagrams of some of the studied samples. REM are x 10.
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dos agentes protectores (ANDERSON 1968). La concentracion de proteina de los extractos
se ha determinado por el método descrito por PoTTY (1969).

Para la identificacidn de proteinas se ha elegido la electroforesis de disco en geles
del 7.5 % de poliacrilamida segun Davis (1964) modificado (GABRIEL 1971). La electrofo-
resis (2—2.5 h) se realiza con tampodn Tris-glicina 0.0056 M pH 8.3 y una corriente de
3—4 mA/gel; se tifien los geles con Coomassie R-250 (SMITH 1976) y se elaboran los dia-
gramas esquematicos (expresiéon visual de los geles) y las graficas densitométricas
(Gelman DCD-16 a 550 nm) para cada muestra. Se calculan las movilidades electroforé-
ticas relativas (REM) de las bandas proteicas (tanto a partir de los diagramas como de
las gréaficas densitométricas), y de ellas los coeficientes de afinidad entre injertos y
patrones (Kp) y viceversa (Kp. 1) de acuerdo con SAFONOV y VEIDENBERG (1969):

Prot. comunes Prot. comunes 100

Kir= Brot. tot, injerto ' Ke1= Prot. tot. patrén

Estos autores consideran proteinas comunes aquellas que tienen similar REM, y esta-
blecen que una asociacion injerto/patrén es afin si su K;p es mayor o igual que 70 o
bien su Kp; es mayor o igual que 65. Se hace necesario calcular ambos coeficientes ya
que si bien no es facil delimitar la influencia del injerto sobre el patrén de aquella del
patron sobre el injerto, si se sabe que esta influencia reciproca existe, por lo que ha de
reflejarse en alguna medida. Dado que el numero total de bandas protéicas puede no
ser similar para ambos componentes de una asociacién injerto/patrén dada, podra
haber diferencias entre los valores de los dos coeficientes para una misma asociacion.

En la figura aparecen los diagramas esquematicos y graficas densitométricas de
alguna de las muestras estudiadas; en ella se ofrecen los valores de los REM para
dichas muestras. Se han calculado los coeficientes de afinidad para cada asociacién
injerto/patrén tanto a partir de los diagramas como de las graficas densitométricas, ya
que al no existir ningun dato similar en bibliografia se hace necesario saber si hay o no
diferencias significativas en los resultados segun se aplique uno u otro método. Parece
mds preciso el segundo de ellos, si bien los resultados finales de afinidades son bas-
tante similares en ambos (tabla). En esta tabla se comparan los resultados de afinidad e
incompatibilidad bioquimica para las diferentes asociaciones injerto/patrén con aquel-
los obtenidos en campos de contraste de patrones, pudiendose concluir que para las afi-
nes los resultados son en lo esencial coincidentes en ambos métodos. Esto es mas
evidente cuando se consideran los calculados a partir de las graficas densitométricas.
La escasa coincidencia entre los métodos bioquimico y cultural para la vinifera Viura
puede explicarse por el hecho de que esta vinifera ha sido ensayada en menor numero
de campos de contraste de patrones que las demas viniferas, por lo que sus resultados
para la afinidad cultural no son lo precisos que debieran. Se puede deducir cierta afini-
dad intrinseca a los portainjertos 161-49, 110-R, y 41-B, ya resefiada para los dos ulti-
mos por HIDALGO y R-CANDELA (1979), lo que parece una confirmacién mas de la corre-
lacién existente entre ambos métodos.

No es tan clara la coincidencia de resultados entre los dos métodos para las asocia-
ciones incompatibles, pero para estas los resultados por el método cultural eran menos
precisos que para las asociaciones afines. Se puede sin embargo citar el caso de la aso-
ciacion Viura/420-A para la que por cualquiera de los dos métodos se deduce una
incompatibilidad manifiesta. Podria hablarse, ademas, de la existencia de incompatibi-
lidad intrinseca del portainjerto 420-A con cualquiera de las viniferas estudiadas.

Las ventajas que ofrece el método bioquimico de determinacién de la afinidad vini-
fera/portainjerto sobre el cultural son: permite generalizar los resultados por no
depender del medio; es mas rapido; posibilita realizar pruebas de afinidad con un ele-
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Analisis comparativo de los resultados de afinidad e incompatibilidad en distintas asociaciones in-

jerto/patrén - A: Segian el método cultural; B: segun los coeficientes de afinidad obtenidos de las

graficas densintométricas; C: segun los coeficientes de afinidad obtenidos de los diagramas esque-
maticos

Comparative analysis of the results of affinity and incompatibility for different scion-stock combi-
nations - A: According to cultural method; B: according to the affinity coefficients obtained from
densitometric graphics; C: according to the affinity coefficients obtained from schematic diagrams

Compatibles Incompatibles
A B C A B C
161-49 196-17C 161-49 99-R 420-A 41-B
Airen 110-R 161-49
110-R
41-B 110-R 41-B 196-17C 420-A 99-R
Bobal 110-R 41-B 110-R 196-17C

161-49 161-49

161-49 161-49 161-49 99-R 196-17C 99-R
Garnacha 41-B 41-B 420-A
110-R 99-R
41-B 110-R 110-R 196-17C 99-R 420-A
Tempranillo 110-R 41-B 41-B 196-17C
161-49
Vi 110-R 161-49 41-B 420-A 420-A 420-A
ura 161-49 196-17C

vado numero de viniferas y patrones (limitado en el método cultural). Por otra parte
este método permite determinar a priori qué patrones seran afines con una vinifera
dada, si bien en una primera fase parece necesario contrastar en el campo los resulta-
dos, a fin de establecer la validez general del método. En este sentido en la Mision Bio-
logica de Galicia (Pontevedra, Espaiia), se esta desarrollando una linea de trabajo enca-
minada a la determinacion de los portainjertos afines bioquimicamente a aquellas
variedades de interés en las diferentes zonas vitivinicolas de Galicia (noroeste de
Espaiia), y se controlara culturalmente la eficacia de este método.
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